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Abstract  
Aim and Background: Defensive barrier is important in preventing infection and disease progression 
caused by E.coli O157:H7. Among beneficial effects of probiotics, immune system modulation by 
producing cytokines is one of the most common reported benefits. The aim of this study was to 
investigate the Lactobacillus acidophilus probiotic effect on il10 cytokine gene expression in Zebrafish 
infected with E. coli O157:H7 as a laboratory model. 

Materials and Methods: The 300 pieces of fish were grouped equally; control group (C1A1) received 
basic diet, group (B1A1) received basic diet and faced E.coli O157:H7, treatment 1 group (T1A1) 
received basic diet containing L. acidophilus and no exposure to E. coli O157:H7, treatment 2 group 
(T2A2) received basic diet containing L. acidophilus and exposed to E. coli O157:H7. During the 30-day 
period of testing, intestinal tissue samples were taken on days 15, 27 and 30 for il10 gene expression and 
bacterial colonization studies. 

Results: The findings indicated bacterial colonization in fish intestines. Also, the expression of il10 gene 
in the experimental groups decreased after exposure to E. coli O157:H7 (P<0.01). This decrement was 
less with the regulation of il10 in the groups fed with L. acidophilus compared to the control group. In 
Zebrafish fed with L. acidophilus, the expression of the il10 gene increased gradually (day15, day27 and 
30; P<0. 01).  

Conclusion: Overall, the results showed that the L. acidophilus was able to increase il10 gene 
expression, boost the immune system in Zebrafish as a laboratory model. Therefore, L. acidophilus La5 
probiotic can be used as a possible useful candidate against E. coli O157:H7. 

Keywords: Lactobacillus acidophilus La5, Zebrafish, Interleukin-10, Escherichia coli O157:H7, Iau 
Science. 
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 آنلاین اسکن کنید

مقاله پژوهشی

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 نویسنده مسئول:

ها مرکز تحقیقات بیولوژی مولکولی، پژوهشگاه سیستم بیولوژی و مسمومیت
 ا...)عج(. تهران، ایران دانشگاه علوم پزشکی بقیه

  rmirnejad@bmsu.ac.ir  پست الکترونیکی:
 25/02/1401: دریافت تاریخ

 31/02/1401 تاریخ پذیرش:

 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس تأثیر پروبیوتیکبررسی 
 در ماهی زبرا آلوده IL-10بر بیان ژن سیتوکین 

 H7 :E. coli O157به 
 1، فتاح ستوده نژاد نعمت الهی3، رضا کاظم پور2*، رضا میرنژاد1سیده شقایق میرعبداله الهی

 گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 1
 ا...)عج(. تهران، ایران ها دانشگاه علوم پزشکی بقیه بیولوژی و مسمومیتمرکز تحقیقات بیولوژی مولکولی، پژوهشگاه سیستم . 2
 گروه زیست شناسی، واحد رودهن، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 3

 چکیده
سد دفاعی سیستم ایمنی ذاتی و هومورال در پیشگیری از ایجاد عفونت و جلوگیری از پیشرفت بیماری ناشی  سابقه و هدف:

ها، تعدیل سیستم ایمنی با تولید متعدد و مفید پروبیوتیک هایند. در میان اثرهستدر میزبان بسیار مهم  E.coli O157:H7از 
 تأثیر پروبیوتیک . هدف از این مطالعه بررسیاستها های گزارش شده در مورد آنترین مزیتها یکی از رایجسیتوکین

 است.عنوان مدل آزمایشگاهی به H7:E. coli O157بهدر ماهی زبرا آلوده  IL-10بر بیان ژن سیتوکین  لاکتوباسیلوس اسیدفیلوس

( با C1A1صورت؛ گروه شاهد )آکواریوم به 12قطعه ماهی به تعداد مساوی و تصادفی در 300در این پروژه  ها:مواد و روش
( با دریافت جیره T1A1) 1، تیمارE.coli O157:H7( با دریافت جیره گروه شاهد و مواجهه با B1A1دریافت جیره پایه، گروه )

( با دریافت جیره پایه حاوی T2A2) 2و تیمار E.coli O157:H7و عدم مواجهه با  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسپایه حاوی 
بندی شدند. در طی دوره سی روزه انجام گروه روز، 30مدت ، بهE.coli O157:H7و مواجهه با  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

ها و کلونیزاسیون باکتری IL-10بیان ژن  هایهبرداری از بافت روده برای انجام مطالعنمونه 30و  22، 15آزمایش، در روزهای ابتدا، 
 صورت گرفت.

در  IL-10بیان ژن چنین بوده است. همها در روده ماهی دهنده کلونیزاسیون باکتریهای مورد بررسی نشانیافته ها:یافته
های تغذیه در گروه IL-10کاهش یافته است که همراه با تنظیم مجدد  E. coli O157:H7با مواجهه های آزمایش پس از گروه

 L. acidophilusهای زبرا تغذیه شده با تر بوده است و در ماهیدر مقایسه با گروه کنترل این کاهش کم L. acidophilusشده با 
 (. > 05/0Pافزایش یافت)تدریج به IL-10میزان بیان ژن 

 IL-10قادر به افزایش بیان ژن لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسطورکلی نتایج این مطالعه نشان داد که پروبیوتیک هب گیری:نتیجه

های بافتی ناشی از بسیار مفیدی در کاهش آسیب هایگردد و بدین ترتیب اثربوده و در نتیجه منجر به تقویت سیستم ایمنی می 
 وجود خواهد آورد.هعنوان یک مدل آزمایشگاهی بدر روده ماهی زبرا به E.coli O157:H7عفونت 

Interleukin 10،.Iau Science. E. coli O157:H7، ماهی زبرا، Lactobacillus acidophilus La5 کلیدی:گان واژ

 مقدمه
طور گسترده مورد مطالعه های اخیر بهها در سالپروبیوتیک
در درمان و پیشگیری  هااند. استفاده از این ترکیبقرار گرفته
های دستگاه گوارش، نتایج ویژه بیماریها، بهاز بیماری

-هاز پروبیوتیک بمطلوبی را نشان داده است. امروزه استفاده 
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بیوتیک، برای مقابله و مصونیت در برابر عنوان جایگزین آنتی
 .(1) تری یافته استای رواج بیشهای روده-پاتوژن

هنگام ای هستند که بههای زندهها میکروارگانیسمپروبیوتیک
 هایوسط موجودات زنده، قادرند با عملکرد خود اثرمصرف ت

مفیدی در سلامتی میزبان داشته باشند. این موجودات مفید 
زا در های بیماریدر دفع رقابتی و جلوگیری از رشد باکتری

 هایهایی از قبیل: ترشح ترکیبلوله گوارش میزبان با روش
حریک بازدارنده رشد، رقابت برای کسب غذا و مکان و نیز ت

سیستم ایمنی میزبان )از جمله کمپلمان و سیستم بیگانه 
کنند. از جمله دیگرمزایای استفاده از این خواری(؛ عمل می

توان به قیمت ارزان، فراوانی، کم خطر بودن )در عوامل می
تر ها( و در بعضی موارد تحریک سریعبیوتیکمقایسه با آنتی

 ها( اشاره نمودکسنسیستم ایمنی میزبان )در مقایسه با وا
(2) . 

Escherichia coli O157: H7  یک تهدید در سطح
جهانی برای سلامت عمومی بوده و در بسیاری از موارد در 

در برخی موارد نیز منجر به  ، که1 شیوع کولیت هموراژیک
شود، می 2مرگ و میر ناشی از سندرم همولیتیک اورمیک

سد دفاعی سیستم ایمنی ذاتی و . (4،3) دخیل است
هومورال در پیشگیری از ایجاد عفونت و جلوگیری از 

در میزبان  E.coli O157:H7پیشرفت بیماری ناشی از 
-متعدد و مفید پروبیوتیک های. در میان اثراستبسیار مهم 

های ها، تعدیل سیستم ایمنی از طریق تولید سیتوکین
-و غیره یکی از رایج , IL-1 ،IL-2 ،IL-10مختلف مانند 

تعدادی از  .استها های گزارش شده در مورد آنترین مزیت
پروبیوتیک بر سیستم ایمنی،  هایدر ارتباط با اثر هاهمطالع
های ایمنی مرتبط با فلور باکتریایی دستگاه گوارش را پاسخ

-روده mRNA ،TLRاند که شامل افزایش سطح نشان داده
در  IL-8 (8)و  TNF-α (2-5) ،IL-1β (2،5)، (5)ای 

. از جمله های تغذیه شده با پروبیوتیک استماهی
-ها بهتواند در مواجهه با عفونتهایی که میاینترلوکین
-ILنقش مهمی داشته باشد   O157اشریشیاکلیخصوص 

ها و .  توسط ماکروفاژها و دندرتیک سلIL-10است  10
شود و نقش مهاری های غیرلنفوئیدی تولید میبرخی سلول

 به پاسخ مرکزی کننده تنظیم دارد. این اینترلوکین یک
LPS علت همهب .(9) استنیز  منفی گرم هایباکتری در-

گیری گر مهره داران، اندازهترازی این توالی پروتئینی با دی

                                                           
1 Haemorrhagic colitis 
2 Haemolytic uraemic syndrome 

-هو مطالع mRNAهای مختلف در سطح بیان آن در بافت
های ، توالیIL-10اتصال درون سلولی گیرنده پروتئینی  های

نشان داده است که در  IL-10ای را در حفاظت شده تشدبه
در دفاع ایمنی در برابر  IL-10طول تکامل نقش مهم 

 اهمیت بهتوجه با لذا .(10-12) سازدها را آشکار میمیکروب
 مانند) منفی گرم باکتریایی هایدر عفونت سایتوکاین این

E.coli O157  )کمی اثر هاهکه در مطالعاین بهو با توجه 
بیان ژنهای مرتبط با  بر مصرف باکتری های پروبیوتیک

 E. coli O157: H7ایمنی و محافظت در برابر عفونت حاد 
تأثیر به بررسی  انجام شده است، این مطالعهدر ماهی زبرا 

 Lactobacillus لاکتوباسیلوس اسیدفیلوس) پروبیوتیک
acidophilus)  بر بیان ژن سیتوکینIL-10  در ماهی زبرا

 .است پرداخته H7 :E. coli O157بهآلوده 

 هامواد و روش
 ها و شرایط کشتباکتری

Lactobacillus acidophilus La5 به شرکت متعلق
( دانمارک از انستیتو Chr- Hansenکریستین هنسن )

تحقیقات تغذیه ای و صنایع غذایی کشور در دانشگاه علوم 
 پزشکی شهید بهشتی ایران خریداری شده و در محیط 

MRS  ( مایعMan Rogosa Sharpe Broth)،  در دمای
 (CO2 5%) گراد در شرایط میکروآئروفیلدرجه سانتی 32
. شدکشت داده دور در دقیقه  150ساعت  48مدت به

Escherichia coli O157: H7 PTCC 12900  از
دانشکده دامپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران خریداری 

 24مدت ( و بهLuria-Bertani ) LBشد و در محیط مایع 
کشت دور در دقیقه  200، سلسیوسدرجه  32ساعت در 
 هر دو باکتری ازها برای انجام آزمون .داده شد

L.acidophilus La5  وE. coli O157:H7  غلظت نهایی
با ( برابر CFU/ml 108×5/1 رشد ) ی از کدورتیکسان
  .(14،13) تهیه گردید نیم مک فارلند غلظت

 مدل حیوانی
 زبرای بالغقطعه ماهی  300در این آزمون در ابتدا تعداد 

(Danio rerio ) آبزی  مرکز از گرم4±1با وزن متوسط
 یک در هاماهی این. خریداری شد پروری شهریار ایران

 درجه 28 ± 5/0 دمای در چرخشی پروری آبزی سیستم
 در تاریکی ساعت 12 ساعت روشنایی، 12 با سلسیوس،

 1 کمابیش ورودی آب جریان. شدندمی نگهداری مخازن
ها بود و در آزمایش میکروبی آب آکواریوم دقیقه در لیتر
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 با روز در بار دو هاماهی. های کلی فرم بودعاری از باکتری
 8:30 ساعت)جیره پایه غذایی ماهی زبرا با نام تجاری تترا 

تمام شرایط . شدند تغذیه( ظهر از بعد 5:30 و صبح
و  pHو  آب ها  قبیل دمایفیزیکوشیمیائی آب آکواریوم

 روزه ثابت نگه داشته شد 30 آزمایش طول هوادهی در
(15) . 

 طراحی آزمون
صورت تصادفی و هها ببرای انجام این آزمون در ابتدا ماهی

 به هاماهیدر این آزمون تانک تقسیم شدند.  12مساوی در 
 شدند، تقسیم( آزمایش گروه 3 و کنترل گروه یک) گروه 4

 صورت زیر نامگذاری شد:هکه ب

 پایه غذایی جیره در این گروه از(: C1A1) کنترل گروه -1
 در این گروه جیره(: T1A1) آزمایشی گروه -2شد.  استفاده
 L. acidiphilus سوسپانسیون با شده مخلوط پایه غذایی

 گروه -3شدند.  تغذیه( CFU/ml108 ×5/1 )  غلظت در
 مخلوط پایه غذایی جیره در این گروه(: T2A2) آزمایشی

 E. coli O157 با و تغذیه شد L. acidiphilus با شده
:H7  گروه -4شدند.   کشیده چالش به بعد به 22در روز 

 تغذیه پایه غذایی رژیم در این گروه با(: B1A1) آزمایش
 چالش به بعد به 22در روز  E. coli H7: O157 با و شدند

 شدند. کشیده

 روده های لاکتوباسیل تعیین کلونیزاسیون
ها در روده، یکبار در برای تعیین میزان کلونیزاسیون باکتری

عنوان شاهد و روز ابتدا )صفر( قبل از تیمار با پروبیوتیک به
در دو گروه دریافت  L. acidiphilus تیمار با از سپس پس

روز بیست و  از ( پسT1A1,T2A2کننده پروبیوتیک )
در پایان روز سی ام پس از مواجهه با باکتری  هفتم و
 ماهی 4 گروه هر از (،T2A2) زا در گروه مورد نظربیماری
 بردارینمونه هاآن قطعه از روده 48در مجموع  و شد قربانی

 از مخلوط هموژن و شد همگن PBS با روده نمونه هر. شد
 سریالی تهیه شده رقت. تهیه شد PBS با های سریالیرقت

 22 مدتبه گرادسانتی درجه 32 در MRS agarپلیت  در
. شد داده ( کشتCO2 5%) در شرایط میکروآئروفیل ساعت

 شمارش شده در( CFU)های زنده میانگین تعداد باکتری
 لاکتوباسیلوس تعداد عنوان ها بهدر نمونه agar MRSپلیت 

شد و شناسایی میکروسکوپی و ماکروسکوپی و  محاسبه
تستهای تائید کننده بیوشیمیایی مطابق دستورالعمل 

 Bergey's Manualها )استاندارد شناسایی لاکتوباسیلوس
of Systematic Bacteriology(11) ( انجام گرفت. 

رقت سریالی تهیه شده  E. coli O157:H7برای شناسائی 
آگار کشت داده  EMBکانکی آگار و محیط کشت مکروی 

درجه سلسیوس با استفاده 32شدند و بعداز انکوباسیون در 
 مطابقهای بیوشیمیائی میزی گرم و تستآاز رنگ 

 E.coli O157:H7 شناسایی استاندارد دستورالعمل
(Bergey's Manual of Systematic 

Bacteriology)(11) شدندید أیت . 

 IL-10 ژن بیان بررسی
 4 از هر 30و  22، 15در روزهای صفر،  ایروده هایبافت
 -20 فریزر در بلافاصله برداری شد وآزمایش، نمونه گروه

 از در مرحله بعد با استفاده. شدند ذخیره گرادسانتی درجه
 استخراج  RNA( ایران ،Wizol ((Cinnagen) پروتکل

استخراج شده از ژل الکتروفورز و  RNAید أیگردید. برای ت
 نانودراپ استفاده گردید.

استفاده شرکت فرمنتاز  پروتکل تجاری از cDNAبرای تهیه 
را با  RNA(ng/µl50) میکرولیتر 5که گردید. بدین صورت

ترکیب نموده و  Random hexamerمیکرولیتر پرایمر  1
نموده و  Spimثانیه  5رسانده شد،  12با آب مقطر به حجم 

سلسیوس انکوبه شد. درجه 20دقیقه محلول را در  5مدت به
 RT میکرولیتر بافر 4یخ قرارداده و  سپس نمونه را روی

(Mg    and DTT)   میکرولیتر محلول 1باdNTP (10 
به آن اضافه  Ribolockمیکرولیتر محلول 1و  مولار(میلی

درجه سلسیوس انکوبه  32دقیقه در  5مدت گردید. سپس به
 Reverse Transcriptaseمیکرولیتر  1 دوبارهگردید، 

RNase-H درجه سلسیوس  42ترتیب در اضافه نموده و به
 20دقیقه در  10درجه و  25دقیقه در 10ساعت،  1مدت به

دست آمده هب cDNAگراد انکوبه شد. در نهایت درجه سانتی
-قرارداده شد. لازم به گرادسانتی درجه -20در داخل فریزر 

-ILاز ژن  و مرجع ژن عنوانبه اکتین بتا از ژنذکر است که 
که توالی  شد عنوان ژن هدف استفادهماهی زبرا به 10

 .ارائه شده اند 1 جدول در پرایمرها
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  IL-10پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه برای بررسی بیان ژن بتا اکتین و  .1جدول 

طول قطعه 
(bp) 

  سکانس

194 CCTTCTTGGGTATGGA 

ATCT 

F (actb2) 

GATCTTGATCTTCATTGTGCTA R (actb2) 

132 CATTTGTGGAGGGCTTTC F(IL-10) 

ATAGGGACTGTTTATGTTATGTT R(IL-10) 

 

 SYBR Green از استفاده با PCR Real time واکنش
PCR Master Mix (WisPure )نهایی واکنش حجم با 

 زمانی و دماییدر دو تکرار با برنامه  (2میکرولیتر)جدول  20
 چرخه 35 آن دنبالبه و C ° 95دمای در دقیقه 15 مدتبه
 ثانیه 30 و C° 10 در ثانیه C° 95، 30  ثانیه در 30مدت به
استاندارد با  منحنیانجام گردید. در نهایت  C° 22  در

حاصل از دامنه  CTورودی به مقادیر  cDNAترسیم مقادیر 

 نانوگرم، 1 پیکوگرم،cDNA(100  هاینمونه رقیق سازی
میکروگرم( طبق  10میکروگرم، 1 نانوگرم، 100 نانوگرم، 10

فوق جهت بررسی  Real time PCRبرنامه زمانی و دمایی 
 وIL-10 برای  =R2 9241/0شیب خط  کارایی پرایمر با

9122/0 R2=  عنوان هببرای بتا اکتینReaction 
Efficiency افزار با نرمMS-Excel  (12) دست آمدهب.  

 

 Real time-PCRواکنش مواد مورد استفاده برای  .2 جدول

 برای یک واکنش بر حسب میکرولیتر مواد واکنش

RealQ Plus 2X Master MIX Green 10 

Primer F (10 pmol/µl) 1 

Primer R (10 pmol/µl) 1 

PCR-grade H2O (DEPC Water) 1 

cDNA (20 ng/µl) 2 

TOTAL volume 20 

 

 تجزیه و تحلیل آماری
 از پس ct∆∆- 2فرمول  از استفاده باIL-10 ژن  نسبی بیان 

افزار آنالیز اکتین با نرم بتا مرجع ژن بهنرمال سازی نسبت
REST (2009 V2.0.13) (05/0 P< )شد و  محاسبه

های گروه( در Fold changeبیان ژن ) هاینمودار تغییر
 مورد آزمایش رسم گردید. 

 هایافته

ماهی  روده هاینمونه در L. acidophilus شناسایی
 زبرا

 ها جهت برسی کلونیزاسیون نشانروده نمونه کشت نتایج
 ماهی هایروده در L. acidophilus  La5 گونههیچ که داد

برداری از سه گروه آزمایش و در نمونه(  C1A1شاهد)
(B1A1 ،T1A1 ،T2A2) این با. ندارد در روز صفر وجود 

میانگین  تعداد پس از تغذیه با پروبیوتیک، 22در روز  حال
L. acidophilus های سریالی تهیه در رقت شده شمارش

 آزمایش گروه در ماهیان زبرا شده از بافت هموژن شده روده
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T1A1 ( CFU/fish102×2/9و ) در گروه T2A2 
(CFU/fish  102×9/8 )در گروه آزمایش 30روز  و در 

T1A1(CFU/fish102×1/2و در گروه آزمایش ) T2A2 
 CFU/fishزا )پس از سه روز مواجهه با عامل بیماری

ها در ( بود که نشان دهنده کلونیزاسیون باکتری1/1×102
 روده ماهی زبرا است.

 cDNAنتایج  سنتز 
 وزن با ایبرروی ژل الکترفورز و مشاهده قطعه PCRنتایج 

 و بتااکتین( ژن DNA سنتز دهنده)نشان 194bp مولکولی
 دهنده)نشانbp  137 مولکولی وزن ای باقطعه مشاهده

-ید میأیرا ت cDNA( سنتز  10اینترلوکین DNA سنتز
 نماید.

 

 
. Ladder DNA electrophoresis، SINACOLON الگویبر مبنای  در ژل آگارز bp192 طول و مشاهده قطعه به ژن بتااکتین الکترفورزنتیجه .  1شکل 

 های مثبت حاوی ژن بتااکتین.( ، چاهک دوم کنترل منفی، چاهک سوم تا پنجم نمونه100bpچاهک اول لدر )

 

 ، electrophoresisLadder DNA الگوی بر مبنای آگارز ژل درbp 231 مشاهده قطعه به طول و 10اینترلوکین  الکترفورز ژن  نتیجه  .2شکل 
SINACOLON( 100. چاهک اول لدرbp چاهک دوم کنترل منفی، چاهک سوم حاوی ژن اینترلوکین ، )10. 

 

-IL ژن بیان بر L. acidophilus سویه تأثیر
10 

در این  ماهی زبرا، در IL-10 ژن بیان ارزیابی منظوربه
 C1A1 ، T1A1 ، T2A2 شامل آزمایش گروه 4 مطالعه در

-نسبت 30و  22، 15بیان ژن را در روز  هایتغییر B1A1 و
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عنوان شاهد مورد بررسی قرار به روز صفر همان گروه به
 C1A1 کنترل گروه در که دهدمی آن نشان گرفت که

 تفاوت IL-10 رونویسی سطح در( روز صفر)شاهد  بهنسبت
 (.3 شکل) ندارد وجود داریمعنی

 p 05/0) 15روزهای  در IL-10سطح بیان ژن  این، برعلاوه
<) ،22 (001/0p <) 30 و (001/0p <نسبت ) به شاهد

 داری افزایش یافتمعنی طوربه T1A1 گروه در )روز صفر(
قبل  22تا روز  B1A1 در گروه IL-10 ژن بیان. (4 شکل)

به شاهد )روز صفر( تغییر زا نسبتاز مواجهه با عامل بیماری
 H7:E. coliبا  از سه روز چالش نداشت ولی پسداری معنی

O157   داریطور معنیبه 30در روز (001/0 p < کاهش )
و  (1)شکل  T2A2 گروه در ، این بر علاوه(. 5 شکل) یافت

T1A1  پس از دریافت  (4)شکلL. acidophilus، سطح 
 30و  22 ،(> 05/0p) 15تدریج در روزهای  به IL-10 بیان

(001/0p <) داری را در مقایسه با شاهد )روز افزایش معنی
پس از  IL-10بیان ژن  T2A2نشان داد و در گروه  صفر(

کاهش  30در روز  E. coli O157:H7چالش سه روزه با 
 دار نبودولی در مقایسه با شاهد )روز صفر( معنی ؛یافت

 IL-10لذا مشاهده شد که این کاهش بیان ژن  .(1)شکل 
 B1A1در مقایسه با  (1)شکل  T2A2در گروه  30در روز 
 تر بود.کم (3)شکل 

 

 
 روش با 30 و 15،22( شاهد) صفر روزهای در پایه، جیره کننده کنترل(: دریاقتC1A1 ( گروه در 10 اینترلوکین ژن بیان هایتغییر میزان مقایسه .3 شکل

Real time PCR آنالیز تکرار، دو با REST  ، Series1 :کنترل با مقایسه در 10 اینترلوکین ژن بیان میزان 

 

 
 لاکتوباسیلوس پروبیوتیک با همراه پایه جیره کننده دریاقت: 1T1A1تیمار گروه در 10 اینترلوکین ژن بیان هایتغییر میزان مقایسه .4شکل 
 Real time روش با( پروبیوتیک با همراه پایه جیره کننده دریافت: ) 30 و 15،22( پروبیوتیک دریافت بدون: شاهد) صفر روزهای در ،La-5اسیدوفیلوس

PCR آنالیز تکرار، دو باREST ،  0.05).  Series1 :با کنترل، مقایسه در 10 اینترلوکین ژن بیان میزان(p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05*** .) 
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 در بعد، به 22 روز از E.coli O157 به ارائه با همراه پایه جیره کننده دریاقت :B1A1 گروه در 10 اینترلوکین ژن بیان تغییرات میزان مقایسه .5شکل 
  و پایه جیره کننده دریافت: ) 30 روز و( پایه جیره کننده دریافت) 22روز ،(پایه جیره کننده دریافت) 15روز ،(پایه جیره کننده دریافت: شاهد)صفر روزهای

 > p***) کنترل، با مقایسه در 10 اینترلوکین ژن بیان میزان: REST، Series1 آنالیز تکرار، دو با Real time PCR روش با ،E.coli O157:H7 به ارائه
0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.) 

 
 با همراه La-5 اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس پروبیوتیک و پایه جیره کننده :دریاقت T2A2گروه در 10 اینترلوکین ژن بیان تغییرات میزان مقایسه .1شکل
 22روز ،(پروبیوتیک و پایه جیره کننده دریافت) 15روز ،(پایه جیره کننده دریافت: شاهد)صفر روزهای در بعد، به 22 روز از E.coli O157:H7 به ارائه

 با Real time PCR روش با ،E.coli O157:H7 به ارائه با همراه پروبیوتیک و پایه جیره کننده دریافت: ) 30 وروز( پروبیوتیک و پایه جیره کننده دریافت)
 (p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05***)کنترل، با مقایسه در 10 اینترلوکین ژن بیان میزان: REST :Series1 آنالیزز تکرار، دو

 

 بحث
فلور با تعدیل  که هستند ایهای زندهباکتری هاپروبیوتیک

 این با شوند،می میزبان بهبود سلامت میکروبی روده باعث
آن  ایمنی پاسخ تنظیم و رشد تقویت دقیق مکانیسم وجود
از طرفی استفاده از . (18) است نشده درک خوبی ها به
بیوتیکی و ها نیز منجر به توسعه مقاومت آنتیبیوتیکآنتی

 هاامروزه پروبیوتیک بنابراین، .گرددضرر زیست محیطی می
 ایمنی پاسخ بهبود و بیماری کنترل برای گسترده طوربه

 . (19) گیرندمی قرار استفاده مورد

 Lactobacillus هایسویه با ماهیان زبرا حاضر، مطالعه در
acidophilus La5 تأثیر و لوده شدندآ پروبیوتیک عنوانبه 

L. acidophilus برابر در محافظت در Ecoli.O157: H7 
عنوان یکی به  IL-10ثیر بربیان ژنأاز نظر ایمنولوژیکی با ت

های ضد التهاب در مواجهه با ترین سایتوکایناز مهم
در این مطالعه  گردید. های گرم منفی بررسیباکتری

 تواندمی L. acidophilus La5 باکتری که مشخص گردید
 .E به که های زبراماهی و کلونیزه شود ماهی زبرا روده در

coli O157:H7 هایی هگرو سایر بهنسبت بودند شده آلوده
علیه عفونت از  خوبیبه که پروبیوتیک دریافت نکرده بودند

و  Helwigشدند که این مشابه مطالعه  نظر ایمنی محافظت
 منتخب هایسویه همکارانش است که بیان نمودند

 سیستمیک و مخاطی ایمنی عملکرد توانندمی هاپروبیوتیک
 IL-10 تولید تحریک جمله از سطوح از بسیاری در را

قراردهند و مانع کلونیزاسیون سایر  ثیرأت تحت را مخاطی
در  همکاران و Wangچنین هم .(20) ها شوندارگانیسم

 دو با تغذیه از بعد را ماهی زبرا مخاطی ای ایمنیمطالعه
 هاآنمطالعه  نتایج. کردند ارزیابی لاکتیک اسید باکتری

B1A1
Day 0

B1A1
Day 15

B1A1
Day 27

B1A1
Day 30

Series1 1 1.719 1.07 -10

-15
-10

-5
0
5

fo
ld
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 B1A1در گروه   10 میزان تغییرات بیان اینترلوکین

*
*
* 

T2A2 Day 0 T2A2 Day
15

T2A2 Day
27

T2A2 Day
30

Series1 1 5.189 32.008 -4.73

-10
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10
20
30
40
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 T2A2در گروه  10میزان تغییرات بیان اینترلوکین 
*
*
* 
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لاکتیک ضمن کلونیزاسیون  اسید هایباکتری که داد نشان
 در TNF-α و IL-10 تنظیم باعث مناسب در روده ماهی،

 اسید هایباکتری که نمودند گزارش و شوندمی ماهی زبرا
 پاسخ تحریک ایمنی، سطح افزایش حفاظت، در لاکتیک،

 ماهی از محافظت برای روده مخاط بازسازی و ضدالتهابی
و همکاران   Sherman. (21) دارند نقش عفونت برابر در زبرا

کلونیزاسیون در ها با ای دریافتند که پروبیوتیکدر مطالعه
کاهش اثر القا شده توسط پاتوژن و روده با  طیامخغشای 

ی اپیتلیال هاافزایش مقاومت الکتریکی اتصالات محکم سلول
 :Escherichia coli O157 زهای ناشی ا روده، از آسیب

H7  و E. coli O127: H6 ی اپیتلیال روده هابه سلول
کلونیزاسیون  دهدنشان میکه کنند جلوگیری می

زایی پاتوژن باعث کاهش اثر بیماریها در روده پروبیوتیک
 .(22) گرددمی

 مانند) هاپروبیوتیک که اندداده نشان قبلی هایهمطالع
 بیان ثریؤم طوربه توانندمی( لاکتیک اسید هایباکتری

-IL-1 ، IL-6 ، IL-12 ، TNF مانند التهابی هایسیتوکین
α ، اینترفرون گاما (IFN-γ )(24،23) کنند تنظیم را .

را افزایش دهند که  IL-10 مانند التهابی ضد هایسیتوکین
 نماید. درید میأینتایج این مطالعه هم این موضوع را ت

 در توجهی قابل طوربه IL-10 هایبیان ژن مطالعه حاضر،
 قرار درمان تحت L. acidophilus با که ماهی زبرا روده

عنوان ضد به  IL-10افزایش یافت و از آنجا که  گرفتند،
 L. acidophilusتوان گفت کند، لذا میالتهاب عمل می

La5 ،بیان میزان اما باعث بهبود سیستم ایمنی شده است 
پس  B1A1 و T2A2 گروه در IL-10 التهاب ضد سیتوکین

 دیگر هایگروه بهنسبتE.coli O157:H7 از مواجهه با 
کاهش یافت که این امر ناشی از  کنترل گروه بهنسبت

است، ولی از آنجا که  IL-10باکتری پاتوژن بر بیان  هایاثر
تر بود پس بیانگر کم T2A2این کاهش بیان ژن در گروه 

عنوان یک ضد التهاب در به IL-10این است که بیان ژن 
تری در ثیر کمأگروه دریافت کننده پروبیوتیک تحت ت

گونه تیمار که هیچ B1A1مواجهه با پاتوژن در مقایسه با 
 .Lپروبیوتیکی نداشته است قرار گرفته است، لذا 

acidophilus La5  موجب تقویت سیستم ایمنی در ماهی
 .شده است E.coli O157:H7 زبرا و محافظت علیه عفونت

نتایج این  (2011) ناهمکار و Sanchezهمانند مطالعه 
 پروبیوتیک با درمان تحت هایگروه مطالعه نشان داد که در

 ماهی روده بافت در IL-10 هایژن بیان میزان افزایش

 کاهش مکانیسم دلیلهتواند باین می گردد که می مشاهده
 پس باشد، IL-10 افزایش ثیرآت از ناشی التهاب روند تنظیم

 IL10 سایتوکاین بر ثیرأت با پروبیوتیک مصرف گفت توانمی
مطالعه  چنین درهم .گردد التهاب کاهش باعث تواندمی

های مختلف ژن های اینترلوکین بیان حاضر تحقیق با مشابه
 کمان رنگین قزل آلای ماهی کلیه بافت در IL-10 ازجمله

 روش با لاکتیکی هایپروبیوتیک چند توسط شده تیمار
 توجهی قابل ژن بیان افزایش Real time PCR روش مشابه

 دریافتند محققان این نشان داد. شاهد گروه با مقایسه در را
L. garvieae تحریک با تواندمی هاپروبیوتیک دیگر از بهتر 

 لذا کند، ایجاد هابیماری برابر در را مقاومت ایمنی پاسخ
 نامبرده هایسایتوکاین هایژن بیان افزایش گرفتند نتیجه
 است ارتباط در ایمنی سیستم تقویت با پروبیوتیک توسط

(8). 

 گیرینتیجه
 .L که پروبیوتیک طورکلی نتایج این مطالعه نشان دادهب

acidophilus La5 قادر به افزایش بیان ژنIL-10   بوده و
بدین  گردد ودر نتیجه منجر به تقویت سیستم ایمنی می

های بافتی بسیار مفیدی در کاهش آسیب هایترتیب اثر
-در روده ماهی زبرا به E.coli O157:H7 ناشی از عفونت

وجود خواهد آورد. لذا هعنوان یک مدل آزمایشگاهی ب
تواند یک کاندید میL. acidophilus La5  پروبیوتیک

کار رود که در به E. coli O157: H7 احتمالی مناسب علیه
 ، وجود این با ثر است،ؤم آبزیان در خصوصکنترل بیماری به

  .است لازم تریبیش هایهمطالع

 سپاسگزاری
-تشکر می اند داشته مشارکت مقاله این در که کسانی همه از ما

 .کنیم
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