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Abstract 
Aim and Background: Bacillus coagulans Hammer is a Gram-positive probiotic that releases extracellular 

vesicles (EV). These vesicles contain the surface proteins of the bacteria, which are able to stimulate the 

immune system. For newborns or immunosuppressed people, the use of these extracellular vesicles is much less 

dangerous. As a result, the use of these vesicles causes a change and improvement in the inflammatory 

responses. In this study, our aim is to investigate the changes in immune responses after using extracellular 

vesicles and cell-free liquid of B. coagulans Hammer on HT-29 cells, as a colon cancer cell line.  
Materials and Methods: B. coagulans hammer EVs were extracted using polyethylene glycol. Cell-free supernatant 

was prepared, and HT-29 cells were treated with a concentration of 10 μg/mL of EVs and a dilution of 20% v/v. The RT-

qPCR method was used to assess the expression levels of inflammatory genes IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, and 

TGF-β, and the ELISA method was used to assess the levels of TGF-β and TNF-α cytokines produced in the case. 

Results: The results obtained from RT-qPCR showed that the EVs and Cell Free Supernatant can reduce the expression of 

inflammatory genes IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α and increase the expression of anti-inflammatory genes IL-10 and TGF-β. 

TNF-α and TGF-β cytokines have been examined by the ELISA method also shows an increase in TGF-β and a decrease in 

TNF-α in the treated cells. 

Conclusion: The results showed that the B. coagulans Hammer Extracellular Vesicles and Cell Free 

Supernatant are capable of increasing anti-inflammatory responses, in contrast to reducing inflammatory 

responses. 

Keywords: Bacillus coagulans Hammer, Probiotics, Immunomodulatory effects, Extracellular vesicles, HT-29 

cell line 
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مایع فاقد سلول سلولی و  های خارج وزیکول ایمنی کنندگی تعدیل هایبررسی اثر

 بزرگ ۀرود سرطان سلولی ۀرد رویبر  همر کوآگولانس باسیلوسپروبیوتیک  باکتری
HT-29 

 5عقدایی ه، حمید اسدزاد4آبادی ابراهیمی ، مریم تاج1صفاریان هپروان، ،*3،2عباس یادگار ، 1مریم مشهوری وایقان
 .آزاد اسلامی، تهران، ایران ه، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاشناسی زیست هگرو -5

پزشکی شهید  علوم ههای گوارش و کبد، دانشگا بیماری ۀوهشکدژ، پگوارش هدستگا های بیماری اپیدمیولوژی و هپای علوم تحقیقات مرکز -2

 .بهشتی، تهران، ایران

 تهران، بهشتی، شهید پزشکی علوم هدانشگا کبد، و گوارش های بیماری ۀپژوهشکد غذا، و آب از هتقلمن های بیماری تحقیقات مرکز -3

 .ایران

 .آزاد اسلامی، تهران، ایران هبیولوژی، واحد تهران مرکزی، دانشگا هگرو -1

 .ایران تهران، بهشتی، شهید یپزشک علوم هدانشگا کبد، و شرگوا های بیماری ۀپژوهشکد کبد، و گوارش های بیماری تحقیقات مرکز -1

 

  هچکید
مثبت  گرمغیرپاتوژن و  پروبیوتیک ۀگون یک (Bacillus coagulans Hammer) باسیلوس کوآگولانس همر باکتری :و هدف سابقه

 هک دنباش می باکتری سطحی خودِ های پروتئینحاوی  ها باشد. این وزیکول میسلولی  خارج های آزادسازی وزیکول هقادر ب هاست ک

 هدر مقایس سلولی خارج های وزیکولاز این  هایمنی استفاد افراد دارای نقص سیستم نوزادان و. در هستندایمنی  تحریک سیستم هقادر ب

. شوند میالتهابی  های در پاسخو بهبود باعث ایجاد تغییر  ها از این وزیکول هاستفاد هدر نتیج .خطر بسیار کمتری دارد ه،با باکتری زند

 سلولِو مایع فاقد سلولی خارج های وزیکولاز  هبعد از استفاد ایمنیِ های در پاسخ هایجادشد یاههدف ما بررسی تغییر هین مطالعدر ا

 باشد.  می بزرگ ۀسرطان رود سلولیِ ۀعنوان رد  هب HT-29 های بر روی سلول B. coagulans Hammer باکتریِ

استخراج  گلایکول اتیلن پلیاز  هبا استفاد B. coagulans Hammerباکتری از  هشد تقمش های وزیکول همطالع در این: ها مواد و روش

و  هشد مشتق های وزیکوللیتر  میکروگرم در میلی 56غلظت با  HT-29 های سلولسازی شد و  هباکتری آمادسلول مایع فاقدشدند. 

-ILالتهابی  های ژن جهت بررسی میزان بیان RT-qPCRروش . گردیدتیمار  رویی فاقدسلول مایعِ  میحج میحج درصد 26ت رقّ

1β،IL-6 ،IL-8،IL-10 ،TNF-α  و  TGF-βهای سایتوکاینلایزا برای بررسی میزان اِروش نیز  و TGF-β  وTNF-α هلیدشدتو 

 قرار گرفت. همورداستفاد

 هخوبی قادر ب هسلول باکتری بفاقد و مایعِ هشد مشتق های وزیکول هنشان داد ک RT-qPCRاز  هآمد دست هتایج بن :ها یافته

اند. بررسی  هشدIL-10 ، TGF-βغیرالتهابی  های ژن و افزایش بیان TNF-αو    IL-1β ، IL-8،IL-6التهابی  های ژن کاهش بیان

 است. هتیمارشد های در سلول TNF-αو کاهش  TGF-βافزایش  ۀدهند لایزا نیز نشانروش اِ هب ها سایتوکاین

بر  هعلاو B. coagulans Hammerباکتری  مایع فاقدسلولِو  ها حاضر نشان داد وزیکول هاز مطالع هآمد دست هنتایج ب گیری: ۀنتیج

 غیرالتهابی نیز هستند. های افزایش پاسخ  هالتهابی قادر ب های کاهش پاسخ

HT-29 سلولی  ۀرد سلولی، خارج های پروبیوتیک، پاسخ التهابی، وزیکول ،Bacillus coagullans Hammer :کلیدی گانواژ
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همقدم-1
وجود  هطورمعمول در میکروبیوتای رود هب ها پروبیوتیک

 ها توانند انسان را در مقابل بیماری می هک دارند

از  ایمنی را تقویت و تعدیل کنند سیستمو محافظت 

 باشند مینیز کارسینوژنیک  دارای خواص آنتی طرفی

 هسال گذشت 16در  هکی های جنسکی از ی .[5]

است  هقرار گرفت هعنوان پروبیوتیک موردتوج هب

 .B ۀها گون آن در بین هک هستند ها باسیلوس

coagulans بیشتر  و ییدأعنوان پروبیوتیک موردت هب

قادر ها B. coagulans . [2] است هقرار گرفت هاستفاد

 هبر اینک هعلاو همتنوعی هستند ک های تولید آنزیم هب

تنظیم محیط  هثر است، قادر بؤهضم غذا بسیار م در

پاتوژن  های مانع رشد باکتری و هبودمیکروبیوم میزبان 

در متعادل  هتوانایی این سوی هب هشوند. با توج می

 های ایمنی و سلول سیستم  میکردن پارامترهای ک

بهبود  هثری قادر بؤطور م هب هایمنی، این سوی

 .[3] ایمنی میزبان است سیستم

B. coagulans اسید، اسپورزا،  لاکتیک ۀباکتری تولیدکنند

رشد آن  ۀبهین. باشد میهوازی اختیاری  و بی مثبتکاتالاز 

 و نیز است 0 هنزدیک ب pHو گراد  سانتی ۀدرج 16-31در 

-L جهت تولیدمالتوز و مانیتول  گلوکز، ۀتجزی هقادر ب

نیز از بیوتین و تیامین همچنین  و باشد میاسید  لاکتیک

در  .[2] اصلی تقویت رشد این باکتری است فاکتورهای

باعث  B. coagulans هک هد شدییأبسیاری ت های بررسی

، اسهال ناشی از پذیر تحریک ۀسندروم رودجلوگیری از 

و سرطان کولورکتال  هالتهابی رود های بیوتیک، بیماری آنتی

باکتری  ۀزند های سلول هاینک علت هب ها . پروبیوتیکشود می

  هشندد کُحا های دارای بیماری هافراد کاز در برخی  هستند

 ،و نوزادان نارس هستند هشد سرکوب ایمنیِ سیستمیا و 

 دریافتند نپژوهشگراهمین دلیل  هباشند. ب مین هاستفاد قابل

 ها این میکروارگانیسم (EV) 5سلولی خارج های وزیکولکه 

از  هدر این دست شاید بتوانند کاندید مناسبی برای درمان

فاقد  های اخیر، مکمل های در سال .[1 ،1]د نباش افراد

 یاهعنوان محصول جایگزین برای کاهش خطر هباکتری ب

در افراد با ریسک بالا مانند افرادی  ، مخصوصاًهزند باکتریِ

بسیاری  ههستند توج هشد سرکوب ایمنیِ دارای سیستم هک

  .[0] است هخود جلب کرد هرا ب

                                                           
1
 Extracellular vesivcles 

ایفای هر دو  هقادر ب سلولی خارج های وزیکولدر واقع 

فعال کردن  ۀوسیل هبنقش فیزیولوژیکی و پاتولوژیکی 

 های باکتری با باکتری عامل بین سلولِهدف، ت های سلول

تعامل بین  هب هبا توج هستند.دیگر و یا با سلول میزبان 

توانند باعث  می سلولی خارج های وزیکول ،باکتری با باکتری

. از [1] دیگر در محیط شوند های کاهش رشد میکروب

علت توانایی خود در  هب لیسلو خارج های وزیکولطرفی 

و  ها انتشار، عبور از موکوس و مهاجرت مستقیم بین بافت

مختلف ایمنی مانند بافت بنیادی  های یا واکنش با سلول

پروبیوتیکی  کاملِ سلولِ خودِ هدارای مزیت نسبت ب

د در تکامل نبنیادی دار های و چون ارتباط با سلولهستند 

دادن میکروبیوتا نقش  ثیر قرارأت سیستم ایمنی و تحت

 .[7, 1] دارند

اصلی  های یکی از بیماری هبزرگ امروز ۀسرطان رود

علت عوارض  هب هک است ها سلامت انسان ۀتهدیدکنند

از  هاستفاد ،درمان آن های جانبی ناشی از راه

ن و داروی مکمل در طول درماعنوان  هب ها پروبیوتیک

. [8] است هقرار گرفت هموردتوجاز بهبودی  بعد

تنظیم هموستاز در  هقادر ب هعلت اینک هب ها پروبیوتیک

قرار  هبزرگ هستند بسیار موردتوج ۀفضای رود

باعث تحریک تولید  هعلت اینک هب و اند هگرفت

مانند   میتنظی های فاکتورهای التهابی و سایتوکاین

IFN-γ ،IL-12، IL-10، IL-14 اهمیت  داراید نشو می

  .[9] ندسته

 یاهبررسی اثر هب هعلت در این مطالع  همین  هب

 .Bاز  هشد مشتق سلولیِ خارج وزیکولِ کنندگی تعدیل

coagulans  های بر روی سلول 2سلول فاقدِ روییِ مایعِو 

 های ژن بررسی میزان بیان با (HT-29)آدنوکارسینومای انسانی 

IL-1β ،IL-6، IL-8،IL-10  ،TNF-α   و TGF-β شد هرداختپ. 

 ها مواد و روش -3
 کشت باکتری پروبیوتیک -1-3

 B. coagulans Hammer ۀاول سوی ۀدر مرحل

(ATCC31284)  از  همنتقل های مرکز تحقیقات بیماریاز

شهید  هگوارش و کبد دانشگا ۀطریق آب و غذا پژوهشکد

 BHIکشت  محیطدر  موردنظر ۀبهشتی دریافت شد. سوی

                                                           
2
 Cell Free Supernatant 
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در ط هوازی ساعت در شرای 21مدت  هکشت و بآگار 

 شد. سپس یک لوپِ هقرار دادگراد  سانتی ۀدرج 37دمای 

حاوی ویتامین  همایع ک BHIمحیط  هکامل از باکتری ب

K1  درصد1/6با غلظت w/v  21مدت  بهو بود تلقیح شد 

 در شرایطِ g 516ساعت در انکوباتور شیکردار با دور 

  برسد. OD 600در  1/6جذب  ههوازی قرار گرفت تا ب

برای استخراج  PEGمحلول  سازیِ هآماد -3-3

 سلولی خارج های وزیکول

 با وزن (PEG) لوگلایک اتیلن پلی در این روش از پودر

کلراید  . ابتدا محلول سدیمشد هاستفاددالتون  0666

با غلظت گلایکول  اتیلن پلیشد و سپس  هتهی مولار 5

سپس  .شدحل  کلراید در محلول سدیمدرصد 50

 گراد سانتی ۀدرج 525 وکلاو در دمایمحلول در ات

 ۀدرج 1و قبل از مصرف در دمای  هشد استریل

 . [56] تا محلول خنک شود شد هقرار داد گراد سانتی

 سلولی خارج های وزیکولاستخراج  -2-3

بر روی دو عدد  B. coagolansباکتری  ابتدا

 هدادکشت  هصورت جداگان هب BHI agar کشت محیط

 ۀدرج 37ر ساعت در انکوباتو 21مدت  هو ب

ساعت تمام  21بعد از  شد. هدادقرار  گراد سانتی

 BHIسی محیط  سی 166 هرا ب هرشد کرد های کلنی

broth 37ن انکوباتور شیکردار در دمای منتقل و درو 

. شد هداد ساعت قرار 21مدت   هبگراد و  سانتی ۀدرج

 هساعت ابتدا محلول حاوی باکتری را ب 21بعد از 

با دور  هدقیق 11مدت  هو ب هفالکون انتقال داد

×g0666 طور  هباکتری ب های تا سلول شد سانتریفیوژ

سلول  دِفاق شفافِ ً نشین و یک محلول کاملا هکامل ت

بعدی محلول شفاف  ۀ. در مرحلیدآدست  هباکتری ب

  و با دور شدمنتقل  استریلفالکون  هرا ب هآمد دست هب

×g56666ۀدرج 1 در دمای هدقیق 36مدت  هب 

 کاملاً ه. بعد از اینکگردیدسانتریفیوژ  گراد سانتی

 و محلولِ هباکتری از محلول حذف شد های سلول

 حجمِ همدرصد  PEG 50محلول  ،دست آمد هشفاف ب

 1. با دمای گردید هاضاف همحلول سانتریفیوژ شد

 هو با حرکات آهست شد هاضاف گراد سانتی ۀدرج

 50مدت  هو سپس ب ندشدمخلوط  کاملاً ها محلول

. ندشد هقرار داد گراد سانتی ۀدرج 1 ساعت در دمای

 1در دمای  g3266× در ها محلولبعد  ۀدر مرحل

ساعت سانتریفیوژ شدند.  5مدت  هب گراد سانتی ۀدرج

 هآمد دست هبوب سشد و ر همحلول رویی دور ریخت

مدت  هاضافی ب یها PEGحضور  برای اطمینان از عدم

د. سپس شک شخ هبا درب باز در کنار شعل هدقیق 1

 PBSمحلول  میکرولیتر 2در  ها رسوب تمام فالکون

 ۀدرج -86طور کامل حل شد و در دمای  هب

 ،55] شد همراحل قرار داد ۀای ادامبر گراد سانتی

52]. 

 سلولِ فاقدِ روییِ سازی مایعِ هآماد -4-3

 باکتری

ساعت  21مایع حاوی باکتری بعد از  BHIکشت  محیط

 1در  هدقیق 26مدت  هب g52666× انکوباسیون در دور

رویی از  سپس مایعِ تریفیوژ شد.نسا گراد سانتی ۀدرج

 بعدی در شد و برای مراحلِ هعبور داد µm 11/6فیلتر 

 داری شد. هنگ گراد سانتی ۀدرج -86 دمای

 الکترونیِ تصویربرداری با میکروسکوپِ -5-3

 تابشی

 یاهبرای بررسی تغییر تابشی میکروسکوپِ تصویرِ

 قرار گرفت همورداستفاد هشد مشتق خارجیِ های وزیکول

شد و در محلول  هشست PBSبافر  ۀوسیل هب ها . نمونه[0]

، درصد 1شامل پارافرمالدهید  هفیکساسیون ک

 ،است مولار 5/6 ردر فسفات باف درصد 5گلوترالدهید 

شد.  هساعت در دمای اتاق انکوب 21مدت  هور و ب هغوط

ساعت  5 مدت هب در تتروکسید اسمیوم بعد از قرارگیری

 PBSبا بافر  همرتب 3 شد و هدر دمای اتاق قرار داد

 های رقت ۀوسیل هطور کامل آب ب هشد و ب هداد شوو شست

انجماد  ۀروش نقط هخارج و ب هاتانول از نمون متفاوتِ

نازک  ۀلای ۀوسیل هب ها نمونه نهایتخشک شد. در  ها نمونه

 کمک میکروسکوپ الکترونی هب شد و هطلا پوشش داد

FE-SEM (مدلHITACHI S -4160 ،)جمهوری چک ،

برابر  36666تا  26بزرگنمایی  نانومتر و 1با میزان دقت 

 برداری گردید.  عکس ،KV36 و ماکزیمم ولتاژ
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 های روتئینی وزیکولپبررسی پروفایل  -6-3

 SDS-PAGEروش  هب هاستخراج شد

از  هبا استفاد هشد استخراج های وزیکول پروتئینیِ پروفایلِ

بررسی  (SDS)ت سولفا سدیم دودسیل درصد 52ژل 

 شد.

 روبشی الکترونیِ با میکروسکوپِ تصویربرداری -7-3

 ۀوسیل هسلولی ب خارج های وزیکول ۀشکل و انداز

طور  هبررسی شد. بروبشی  الکترونیِ میکروسکوپِ

مسی  ۀروی یک شبک هاز نمون میکرولیتر 56 هخلاص

با کربن  هشد همش با فیلم فرموار پوشش داد 166

انکوباسیون و خارج کردن  هدقیق 2ز شد. بعد ا هاضاف

 میکرولیتر 56روی  همایع اضافی با بلاتینگ، شبک

شد. پس از  هقرار داد (w/v) درصد 2 اورانیل استات

آخر، توری در هوا خشک شد.  ۀگذاری و تکرار مرحل هلک

TEM میکروسکوپ الکترونی  با برداری عکسدر نهایت 

(Carl Zeiss, Oberkohen, Germany) ام شد.انج 

 HT-29 سلولِ ۀردکشت  -8-3

 هب همنظور انجام آزمون القا و مهار التهاب ایجادشد هب

از  B. coagulans ۀسوی ۀشد استخراج های وزیکولکمک 

های  آن سلول امنش هک HT-29 (C466) سلولی ۀرد

 انستیتو پاستور ایران و از آدنوکارسینومایی است

 همورداستفادکشت  . محیطشد هاستفادخریداری گردید 

DMEM درصد 1 یحاو FBS (Sigma-Aldrich) ،5 

 5 و (NEAA, Gibco)غیرضروری  ۀاسیدآمیندرصد 

بود.  استرپتومایسین-سیلین پنی بیوتیک آنتیدرصد 

از  هبا استفاد ها ها چندین نسل در فلاسک سلول

شدند.  هپاساژ داد (درصد 21/6) EDTA-تریپسین

گراد  سانتی ۀدرج 37 دمایدر  هشد ههای تریپسین سلول

 قرار گرفتند.درصد  CO2 1و اتمسفر حاوی 

 HT-29 یِسلول ۀرد تیمار -9-3

561 تعدادبعد از شمارش با  ها سلول
5 سلول/چاهک 

. ندشد هکشت داد ای هخان 90 های در میکروپلیت

میکروگرم بر  56)ساعت با غلظت  21مدت  هسپس ب

 روییِ عِو مای هشد استخراج های وزیکوللیتر(  میلی

تیمار  هو گرو ندتیمار شد (v/v) درصد 26 فاقدسلول

 شد.  هکنترل درنظر گرفت هعنوان گرو هب هنشد

 های بادی آنتی لایزا برای بررسیِتست اِ -11-3

TNF-α  وTGF-β 

 های رویی از روی سلول ساعت مایعِ 21بعد از 

وری و برای انجام آ کنترل جمع ۀو نمون هتیمارشد

 TGF-βو  TNF-α های سایتوکاینرای لایزا بتست اِ

 Humanو Human ELISA TNF-α کیت ۀوسیل هب

ELISA TGF-β (ایرانپارس ژن کارمانیا شرکت ،) 

 16 میزان به چهارم اول تا چاهکه ب سازی شد. هآماد

شد و  هاضاف 1تا 5 ۀشمار های استاندارد از میکرولیتر

 ۀنمون ها چاهک باقیِ هب میکرولیتر 16میزان  هب

با بر روی شیکر  هدقیق 06مدت  هو ب هاضاف وردنظرم

بعد از  .شد هدر دمای اتاق انکوب g 266 دور

 ها پلیت ،شوو از محلول شست ه، با استفادانکوباسیون

 16میزان  هبو  ندشد هادشو دو شست همرتب 3

 هب (Detection ab) هبادی کونژوگ از آنتی میکرولیتر

بر روی  هدقیق 06ت مد هو ب هاضاف ها چاهک  میِتما

 .ندشد هدر دمای اتاق انکوب g 266 شیکر با سرعت
 ،شوو از محلول شست ه، با استفادنانکوباسیوبعد از 

 16میزان  هب .ندشد هدادشو و شست همرتب 3 ها پلیت

 هب HRP-Avidinاز محلول  میکرولیتر

بر روی  هدقیق 36مدت  هو ب هاضاف ها چاهک میمات

بعد از  .ندشد ه( انکوبg 266 شیکر )حداقل دور

 ها شو پلیتو از محلول شست ه، با استفادانکوباسیون

 16میزان  هب .ندشد هادشو دو شست همرتب 1

و  هاضاف ها چاهک میتما  هاز سوبسترا ب میکرولیتر

 21 . در انتهاندشد هانکوب هدقیق 51مدت  هب

 ها چاهک  میِتما هب هکنند از محلول متوقف میکرولیتر

یزاریدر در لااِ هدر دستگا ها جذب نمونه و ندشد هاضاف

 .ندشدگیری  هنانومتر انداز 116موج  طول

و  cDNA، سنتز سلولی RNAاستخراج  -11-3
RT-qPCR 

RNA کیت  از هبا استفادبعد از تیمار  ها سلول(Parstous 

Co., Mashhad, Iran) جهت و  نداستخراج شد

 -76 دمای عدی درب مولکولی در مراحلِ های بررسی

 ۀوسیل هها بRNAغلظت  .ندگرفت گراد قرار سانتی ۀدرج

 NanoDrop® ND-1000 نانودراپ ۀدستگا

spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA) سپس  .ندبررسی شدcDNA کیت  ۀوسیل هب

سنتز و  RNAاز  (Parstous Co., Mashhad, Iran)سنتز 
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میزان داری شدند. هگراد نگ سانتی ۀدرج -26در 

  و IL-1β ، IL-6 ،IL-8،IL-10  ،TNF-α های ژن بیان

TGF- βبرداری با کمک روش  هدر سطح نسخqRT-PCR 

 BioFACTاز مسترمیکس هبا استفاد
TM

 2X Real-time 

PCR Master Mix (BioFACT Sout Korea)  و با

 Rotor- GENE هدستگا
®
Q (Qiagen Hilden, 

Germany) برای گرین بررسی شدند. روش سایبر هب

مسترمیکسِ میکرولیتر  56ها از  سازیِ نمونه آماده

 2ها،  از هرکدام از پرایمر میکرولیتر 1/6، سایبرگرین

سنتزشده استفاده شد و محلول با  cDNAاز  میکرولیتر

 میکرولیتر 26مقطر استریل به حجم  اضافه کردن آب

اسیون اولیه رسانده شد. برنامۀ مورداستفاده شامل دنِاتور

دقیقه و سپس  56مدت  گراد به درجۀ سانتی 91در دمای 

مدت  گراد به درجۀ سانتی 91سیکل با ترتیب با دمای  16

 36مدت  گراد به درجۀ سانتی 05-19ثانیه، دمای  26

ثانیه تکرار  26گراد برای  درجۀ سانتی 72ثانیه، دمای 

استفاده  β-actinعنوان نمونۀ کنترلِ داخلی از ژن  شد. به

 . شد

 RT- Qpcr یپرایمرها الیگونوکلئوتیدیِ توالیِ -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (5΄-2΄توالی ) ایمرنام پر ژن هدف
اندازۀ محصول 

(bp) 
 منبع

IL-1β 
IL-1β -F 

IL-1β -R 

GCACGATGCACCTGTACGAT 

CACCAAGCTTTTTTGCTGTGAGT 

64 [13] 

IL-6 
IL-6-F 

IL-6-R 

GCACTGGCAGAAAACAACCT 

TCAAACTCCAAAAGACCAGTGA 

119 [14] 

IL-8 
IL-8-F 

IL-8-R 

CTCTTGGCAGCCTTCCTGATT 

TATGCACTGACATCTAAGTTCTTTAGCA 

147 [15] 

IL-10 
IL-10-F 

IL-10-R 

GTGATGCCCCAAGCTGAGA 

CACGGCCTTGCTCTTGTTTT 

105 [16] 

TGF-β 
TGF-β-F 

TGF-β-R 

GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA 

TTGGTTCAGCCACTGCCGTA 

143 [17] 

TNF-α 
TNF-α -F 

TNF-α -R 

CCCGATGACAAGCCTGTAG 

GATGGCAGAGAGGAGGTTGAC 

127 [18] 

Β-actin 
Β-actin-F 

Β-actin-R 

ATGTGGCCGAGGACTTTGATT 

AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG 

107 [19]  [
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(ب) )الف( (ج)   M EVs 

 تحلیل آماری -3-13

 ۀنسخ GraphPad Prismافزار  توسط نرم یآمار لیوتحل هیتجز

8 (Inc., San Diego, CA, USAانجام شد. برا )نییتع ی 

 لِیاز تحل هها با استفاد داده ها، گروه نیب یآمار یِدار امعن

مورد  Dunnett( و آزمون ANOVA) هطرف کی انسیارو

 SEM ± نیانگیم صورت  هب ها قرار گرفت. داده لیتحل و هیتجز

مستقل گزارش  شیآزما هس)خطای استاندارد میانگین( با 

*<61/6 .شد
p، 65/6>**

p ،665/6> 
**

p 6665/6و>****p 

 .شد هدرنظر گرفت بودن دارامعنبرای نشان دادن 

 

از  هشد استخراج های خصوصیات وزیکول -12-3

 B. coagulans Hammer ۀسوی

 ۀوسیل هب هشد استخراج های وزیکول پروتئینیِ پروفایلِ

SDS-PAGE ی های پروتئین ۀدهند نشان هدست آمد ک هب

 .الف(-5 )شکلبود  کیلودالتون 266-56بین  ۀمحدوددر 

 BCAکیت  ۀوسیل هبر این غلظت پروتئینی ب هعلاو

میکروگرم در  68/081برابر با  هگیری شد ک هانداز

 روبشی و تابشی میکروسکوپیِ های بود و بررسیلیتر  میلی

 طیف را با هشد استخراج های وزیکول فولوژیکیِراز لحاظ مو

(.ج-. ب5) شکل  ندکرد ییدأتنانومتر  366تا  566بین 

 

 

بلو  با روش کوماسی هک ، SDS-PAGEبر روی ژل  B. Coagulans Hammer از هشد استخراج خارجیِ های وزیکول)الف( -1شکل 

 های برداری از وزیکول کیلودالتون است. )ب( عکس 311-11 پروتئینی بین های باند ۀدهند است. مارکر در ژل نشان هآمیزی شد رنگ

 میکروسکوپِ برداریِ ت. )ج( عکسنانومتر اس 211-111بین  ها وزیکول ۀانداز ، تابشی الکترونیِ با میکروسکوپِ هشد استخراج خارجیِ

 روبشی. الکترونیِ

 نتایج -2
 ۀوسیل هالتهابی ب های ژن بیانبررسی  -1-2

و  B. coagulans Hammer ۀشد استخراج های وزیکول

 HT-29 های سلول در سلول فاقدِ روییِ مایعِ

و  هشد استخراج های با وزیکول HT-29 های سلول تیمارِ

 ،IL-1βژن  عناداری در بیانسلول کاهش م فاقدِ مایعِ

(1/6*
p< ،1/6*

p<) الف(. -2شکل )داد ترتیب نشان  هب

 های وزیکول ،شد هب نشان داد-2در شکل  هطورک همان

 IL-6سلول باعث کاهش بیان  فاقدِ و مایعِ هشد استخراج

(65/6**p< ،65/6**p< ) .این کاهش در نیز شدند

 های وزیکول ساعت تیمار با 21نیز بعد از  IL-8 ژنِ بیان

 (p<0.01 ,**p<0.01**)سلول  فاقدِ و مایعِ هشد استخراج

 ،بعد از تیمار IL-10ژن  ج(. در بیان-2شد )شکل  همشاهد

ا امّ ،شد هدید هتیمارنشد ۀنمون هافزایش بیان نسبت ب

هم بعد از تیمار  TGF-βژن  د(. بیان-2)شکل  معنادار نبود

سلول همچنین  قدِفا و مایعِ هشد استخراج های با وزیکول

نشان را  (p<0.001, ***p<0.001***)افزایش معناداری 

بیان بعد از  کاهشِ TNF-αا در ژن (. امّه-2داد ) شکل 
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 فاقدِ و مایعِ هشد استخراج های ساعت تیمار با وزیکول 21

 . و(-2)شکل معنادار بود (p<0.5 ,**p<0.01*)سلول 

درصد  ،شد هداد نشان 2در جدول  هطورک همان

 های التهابی و غیرالتهابی در سلول های ژن یاهتغییر

 .است هشد همحاسب هتیمارشد

 

 سلولی و مایعِ خارجِ های وزیکول ۀوسیل هب هتیمارشد HT-29 های در سلول هایجادشد یاهرصد تغییرد -3جدول 

 سلولی فاقدِ

 سلولی فاقدِ مایعِ سلولی خارجهای  وزیکول های التهابی و غیرالتهابی ژن

IL-1β ↓36% ↓1/32% 

IL-6 ↓13% ↓15% 

IL-8 ↓05% ↓13% 

IL-10 ↑11% ↑1% 

TNF-α ↓36% ↓76% 

TGF-β ↑36% ↑12% 
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، IL-8)ج(  ، IL-6 )ب( ، IL-1β)الف(  و ضدالتهابی التهابی های ژن بر روی میزان بیان کواگولانس باسیلوس CFSو  EVبررسی اثر  -3شکل 

قرار  CFS 20%و  EV (10µg/mL)درمان با  سلولی تحت ۀ. ردHT-29 سلولیِ ۀر روی ردب TNF-α (و)و  TGF-β (ه) ، IL-10 )د(

  .گرفت

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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 TNF-αو  TGF-β سایتوکاین یاهتغییر -3-2

تغییر در  باعث ها تیمار سلول هک ندنشان داد ها بررسی

 TNF-αمانند و مهاری  التهابی سایتوکاینِ  میِسطح سر

 هنشان داد 3در شکل  هطورک است. همان هشد TGF-βو 

 های وزیکول ۀوسیل هب همارشدتی ۀشد تمام نمون

ترتیب  هب باکتری سلولِ فاقدِ مایعِو  هشد استخراج

(*p<0.05 ,**p<0.01) معناداری  یاهتغییر یباعث القا

 .الف(-3)شکل  اند هایجاد کرد TNF-α  میِسر در سطحِ

 ،عنوان سایتوکاین مهاری هب TGF-βا در سایتوکاین امّ

 های وزیکول هنسبت ب باکتری سلولِ فاقدِ مایعِ

 هاست ک هبیشتری بود تغییرِایجاد  هقادر ب هشد استخراج

(***p<0.001 ,**p<0.01) است هتغییر معنادار بود 

ب(.-3)شکل 

 
)الف(  های بادی ترشح آنتی بر روی میزان کواگولانس باسیلوس باکتریِ سلولِ اقدِف مایعِو  سلولی خارج های وزیکولبررسی اثر  -2شکل

TNF-α  (ب)و TGF-β سلولی  ۀر روی ردبHT-29درمان با  سلولی تحت ۀ. ردEV (10µg/mL)  وCFS 20% قرار گرفت. 
 .(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

 بحث -4

، ها کیوتید پروبمانن هرود دیمف های یدر مورد باکتر قاتیتحق

 هات نشان دادعمطال. [26] است هافتی یشتریب تیاهم راًیاخ

 کیوتیپروب های هیبا سو ییغذا میمکمل رژ از هاستفاد هکاست 

 و ، اسهالهرود یالتهاب های یماریمانند ب یهای یماریدرمان ب هب

از  هاستفاد هاگرچ .[25] کند میکمک  تیگاستروانتر

تحقیق  ،[22] دارد یو ثابت ییاستثنا یمنیا ۀسابق ها کیوتیپروب

Marteau  را با  ها کیوتیپروب هاست ک هنشان دادو همکارانش

در  هژیو هخطرناک ب های مانند عفونت د،یشد یِعوارض جانب

نارس،  مانند نوزادانِ ریپذ بیآس یِتیجمع های از گروه یبرخ

. [23] کند می بطمرت یمنینقص ا یبدحال و افراد دارا مارانیب

 دیمف یاهاز اثر یبرخ هاست ک هراستا، مشخص شد نیدر ا

تواند توسط عوامل  می ها کیوتیتوسط پروب هشد اعمال

 های کولیتوسط وز ای [21 ،21] یباکتر ۀشد ترشح

 ۀایددر واقع،  .[27 ،20] شود هواسط هشدآزاد یسلول خارج

 یها عنوان مکمل  به هزیپاستور یها کیوتیاز پروب هاستفاد

کاهش  یدر افراد در معرض خطر برا هژیو به من،یا نِیگزیجا

در  .[28] است هشد جادی، اهزند یها هیسو یِاحتمال یاهخطر

مفید  یاهزیادی بر روی اثر یاه هاخیر مطالع های سال

پروبیوتیک  های از سویه هشد استخراج سلولیِ خارج های وزیکول

مختلفی  های بر این روش ه. علاو[36-28] است هانجام شد

گرما،  هپروبیوتیک از جمل های برای غیرفعال کردن سویه

اند.  هقرار گرفت هنیز مورداستفاد UVگاما و  ۀیایی، اشعشیم

 ۀکنند لیتعد تیو فعال یها بر ساختار سلول آن ری، تأثاینباوجود
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 هک یدرحال. [35] نیستهمچنان روشن  یمنیا

 ۀدر برابر سرطان رود دشانیمف یاهخاطر اثر به ییها کیوتیپروب

 .B کیوتیپروب یاهاند، اثر قرار گرفته هبزرگ موردمطالع

coagulan همطالع نیدر ا .[32] است هنشد هشناخت یخوب هب، 

 مایعِسلولی و  خارج های وزیکولمفید  یاهاثر یابیارز ما هدف

ای التهابی و ه ژن انیسطح ب یبر روباکتری  سلولِ فاقدِ

 (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α,TGF-β)غیرالتهابی 

و  TNF-α های بررسی میزان سایتوکاین و RT-qPCR توسط

TGF-β ۀرداز  هستفادبا ا یشگاهیآزما طیدر شرالایزا روش اِ هب 

 .B ۀیاول ییحاضر، شناسا ۀدر مطالع است. هبود HT-29 یسلول

coagulans Hammer هسلولی نشان داد ک خارج های وزیکول 

باشند  یمختلف یها نیپروتئ یوحا توانند ینانوساختارها م نیا

 یها پاسخ لِیو تعد یسلول نیب یاه ممکن است در ارتباط هک

 ن،یبر ا هعلاو. [31-33] دنباش هنقش داشت زبانیم یِمنیا

 هک هانداز هسلولی، از جمل خارج های وزیکول یِکیزیوفیخواص ب

نتایج ، تابشی و روبشی انجام شد رونیِالکت روش میکروسکوپِ هب

 ،7] است هو همکارانش نشان داد Rubio ۀیکسانی با مطالع

 ییِشناسا یبرا یشتریب یاه پژوهشحال،  نی. باا[30 ،31

 .Bسلولی  خارج های وزیکول خاص یِنیپروتئ یمحتوا

coagulans Hammer تعدیل سیستم ها در  آن ۀو نقش بالقو

ازآنجاکه  باشد. می ازیموردن یسرطان های در سلول ایمنی

بزرگ سومین رخداد شایع و چهارمین عامل  ۀسرطان رود

در  NF-ĸBفعال شدن است. مرگ بر اثر سرطان در دنیا 

گسترش تومور  های سایتوکاین ۀوسیل هسرطان کولورکتال ب

 NF-ĸBفعال شدن  .[37] باشد می IL-17و TNF ، IL-1مانند 

عنوان فاکتور رشد  هب هشود ک میی های تولید سایتوکاین همنجر ب

-ILشامل  هکنند ک مینتروسیت بدخیم عمل آ های در سلول

11 ،IL-6 ،IL-1β  و TNF-α ی مانند های سایتوکاین .[38] است

IL-10  وTGF-β  شوند. میمانع تومورزایی در کولورکتال IL-6 

 دننقش دار ها نتروسیتآبدخیم  های در تحریک تقسیم سلول

شد  هحاضر نشان داد در بررسیِ هطورک همان .[39]

و  درصد 13باعث کاهش  هشد مشتق سلولیِ خارج های وزیکول

در میزان درصد  15سلولی باعث کاهش  فاقدِ روییِ مایعِ

 طیِ درنیز  TNFاست.  هشد ها در سلول IL-6ژن  بیان

فعالیت  ۀشروع و ادام هشود ک میولید التهابی ت ۀاولی های پاسخ

اتصال اندوتلیال  های و مولکول ها کموکاین ،ها سایتوکاین برخی

باعث کاهش تومور در  TNFممانعت از  دهد. میرا انجام 

 های سلول هآمد دست هطبق نتایج ب شود. میکولورکتال  سرطانِ

 هقادر ب هشد مشتق سلولیِ خارج های با وزیکول هتیمارشد

 درصد 76کاهش  هسلولی قادر ب فاقدِ و مایعِ درصد 36 کاهش

و  Rafaterمطابق با نتایج  هاند ک هشد TNF-αژن  بیان

پاسخ التهابی  ۀنیز در مراحل اولی IL-1 .[16] همکارانش است

گوارشی  های تومورزایی در سرطان ۀواسط هشود ک میتولید 

در  IL-1βژن  میزان بیاننیز اخیر  ۀدر مطالع .[15] است

 هشد مشتق سلولیِ خارج های با وزیکول هتیمارشد های سلول

 سلول فاقدِ روییِ با مایعِ هتیمارشد های و در سلول درصد 36

 هی کگرید یبررسدر  است. هکاهش داشت درصد 1/32

 هشد هنشان داد است هو همکارانش انجام شد Fabregaتوسط 

 های پاسخ باعث کاهشِ یثرؤطور م هب B. coagulans هک

 گریو از طرف د است یضدالتهاب یاهاثر یداراو  هشد یالتهاب

ممانعت از  ۀلیوس هب یالتهاب های نیتوکایباعث کاهش سانیز 

دارای نقش متضاد در  TGF-β .[20] شود می NF-ĸB تیفعال

 ۀوسیل هتوموری ب در واقع نقش آنتی باشد. میگسترش سرطان 

ممانعت از رشد، تحریک آپوپتوز و سرکوب بیان 

دهی مناسب  سیگنال پروتومورزایی دارد. های سایتوکاین

TGF-β های در سلول T نیاز   میبرای پیشگیری از بدخی

 های در سلول Smad4یا  TGF-βRIIاست و غیرفعال شدن 

T از  .[12] شود میافزایش تومورزایی سرطان ه منجر ب

های  انتقال سلول TGF-β  میبدخی ۀطرف دیگر در پروس

و فعالیت ضدتوموری  هل را افزایش دادمزانشیمال اپیتلیا

 کند تا متاستاز تسهیل شود میایمنی را سرکوب  های سلول

 هاست ک هو همکارانش نیز نشان داد Sepehrتحقیقات  .[13]

توموری  آنتی یاهدارای اثر TGF-βمسیر  دهیِ کاهش سیگنال

 هبود ک نیما ا ۀمطالع یدیکل ۀافتترین ی . مهم[11] باشد می

 سلولی خارج های وزیکول B. coagulans Hammerدرمان با 

ژن  انیب درصد 12 سلول فاقدِ روییِ مایعِو  درصد 36

 HT-29کولون  یِسرطان های را در سلول TGF-β توموریِ یآنت

در هر  شتریکاوش ب تیاهم هیاول یها افتهی نیا اند. هدادافزایش 

 محلولِ یسلولی و اجزا خارج های مرتبط با وزیکول دو بخشِ

 یها کعنوان محرّ را به B. coagulans Hammerاز  هشد مشتق

 یِستیز تی. فعالدنده ینشان م ایمنی ۀکنند تعدیل ۀبالقو

وجود  هسلولی ممکن است ب خارج های وزیکول ترِ یقو

سلول نسبت  و فاقد ترشحات بدونِ اغش همتصل ب های محموله

روشن کردن تعامل  یبرا یشتریب های پژوهشا شود، امّ هداد

 های . وزیکولاست ازیموردن یسرطان های ها با سلول آن قیدق

 هدر مقایس IL-6ژن  درصد 13 کاهش بیان هقادر ب هشد مشتق

 فاقدِ مایعِ هک اند درصورتی هنشان داد هتیمارنشد های با سلول

 کی IL-8، است هبود درصد 15کاهش  هباکتری قادر ب سلولِ
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(، نی)کموک دیجد یتیلکوس کیموتاکتکِ ۀکنند فعال نیتوکیاس

 های کبا محرّ کیبر اثر تحر ها از سلول یتوسط انواع مختلف

 یبر رو یمختلف یشود و عملکردها می دیتول یالتهاب

اعمال  یشگاهیآزما طیدر شرا ها لینوتروف هژیو ه، بها تیلکوس

 هشد ک هنشان داد این پژوهش نیزدر  .[11] کند می

 درصد 05کاهش  هقادر ب هشد مشتق سلولیِ خارج های زیکولو

بیان درصد  13کاهش  هسلول قادر ب فاقدِ روییِ و مایعِ بیان ژن

 کی IL-10 نینترلوکیابا توجه به اینکه اند.  هاین ژن بود

 ۀتوسط هم باًیتقر ت کهمهم اس یمنیا ۀکنند میتنظ نایتوکایس

 های . وزیکول[10] شود میی تولید درون ذات یانواع سلول

بیان این  درصد 11افزایش نیز باعث  هشد مشتق سلولیِ ارجخ

 هباکتری تنها قادر ب سلولِ فاقدِ مایعِ هک اند درحالی هژن شد

 است.  هژن شد بیان یدرصد 1افزایش 

 گیری هنتیج -5
 سلولِ فاقدِ و مایعِ هشد مشتق سلولیِ خارج یها وزیکول

توانند باعث کاهش  می B. coagulans Hammerباکتری 

شوند و از TNF-α  و IL-1β، IL-6 ، IL-8التهابی  های ژن بیان

را افزایش  TGF-βو  IL-10ضدالتهابی  های ژن طرفی بیان

مستقیم با گسترش سرطان کولورکتال  ۀرابط هدهند ک می

و کاهش  TGF-βدارند. از طرفی باعث افزایش سایتوکاین 

TNF-α سلولی  ۀدر رد هبالقو یاهاثر ۀدهند نشان هاند ک هشد

HT-29 هشود ک میاین نتایج پیشنهاد  هب هجبا تو د.نباش می 

 سلولی و مایعِ خارج های وزیکول عملکردِ مکانیسم مولکولیِ

با بررسی سایر  باسیلوس کواگولانسباکتری  سلولِ فاقدِ

التهابی و غیرالتهابی و  هایدخیل در دیگر مسیر های ژن

 نیا بر هعلاو موردبررسی قرار گیرد. ها تولید سایتوکاین

 ۀشد غیرفعال های دیگر فرم یاهاثرکه  ودش می شنهادیپ

 های تومور و مسیر گسترشِ های باکتری نیز بر روی مسیر

 التهابی بررسی شود.

 ملاحظات اخلاقی -6

 رد.ندا

 تشکر و قدردانی -7
مرکز تحقیقات  ۀکارکنان آزمایشگا ۀنویسندگان از کلی

 ۀاز آب و غذا، واقع در پژوهشکد ۀمنتقل های بیماری

علوم پزشکی  ۀدانشگا ، ش گوارش و کبداه بیماری

 ۀزیست شناسی دانشگا ۀشهید بهشتی و همچنین گرو

 ۀواحد علوم و تحقیقات تهران صمیمان میآزاد اسلا

 تشکر میکنند.

 تعارض منافع -8
 دارند تعارض منافعی ندارد. نویسندگان اعلام می

 سهم نویسندگان -9
هش، پژوِ  میمریم مشهوری وایقان: اجرای بخش عل

صفاریان:  ه. پروانهو نگارش مقال ها وتفسیر داده تحلیل

آبادی:  تاج  می. مریم ابراهیهنگارش و ویرایش مقال

عقدایی: مشاور  ه. حمید اسدزادهنگارش و ویرایش مقال

وتفسیر  ، تحلیلهبالینی. عباس یادگار: طراحی مطالع

 .همقال نهاییِ نگارش و ویرایشِ ،ها داده
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