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Abstract 
 
Aim and Background: Helicobacter pylori infection is known as the main risk factor associated with chronic 

gastritis and gastric adenocarcinoma. Extracellular vesicles are among the key virulence factors of this bacterium, 

which play a role in inducing inflammation and inhibiting the apoptosis process in host cells. Probiotic strains, 

including Lactobacillus species, can play a role in inducing the process of cellular apoptosis. This study aimed to 

evaluate the effect of L. gasseri ATCC 33323 on the apoptosis process in AGS cells treated with extracellular 

vesicles (EVs)  of H. pylori. 

Materials and Methods: EVs were isolated from two clinical strains of H. pylori (BY-1 and OC824). The 

morphology of EVs was identified by transmission electron microscopy and dynamic light scattering. The viability 

of AGS cells was examined in the presence of various amounts of H. pylori EVs and L. gasseri cell-free 

supernatant (CFS). Based on the MTT assay, 50 μg/mL of H. pylori EVs and 10% v/v of L. gasseri CFS were 

used for further experiments. Apoptosis was investigated using RT-qPCR targeting key apoptosis mediators (BAX, 

CASP3, CASP8, CASP9, BCL2, and NOD1). 

Results: H. pylori EVs were identified in the size range of 50-200 nm. Based on the results of cell viability assays 

in AGS cells, 50 micrograms per milliliter of H. pylori extracellular vesicles and 10% (v/v) of L. gasseri culture 

supernatant were used for cell treatment. H. Pylori EVs downregulated the gene expression of BAX, CASP3, 

CASP8, and CASP9 and upregulated BCL2, and NOD1 in AGS cells at 12 and 24 h. In contrast, L. gasseri CFS 

effectively induced cell apoptosis, which was inhibited by EVs. 

Conclusion: The present study showed that L. gasseri CFS can effectively induce H. pylori EV-inhibited 

apoptosis in AGS cells. Further research is needed to elucidate the precise function of L. gasseri CFS and its 

metabolites in the induction of apoptosis. 
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 بر القای آپوپتوز در لاکتوباسیلوس گسریبررسی اثر سویۀ پروبیوتیک 

 هلیکوباکتر پیلوریسلولی های خارجتیمارشده با وزیکول AGSهای سلول 

 *4عباس یادگار،  3، امیر صادقی 2، مژده حاکمی والا 1، پروانه صفاریان 1زهرا صادق لو

 . گروه زیست شناسی، دانشکده علوم و فناوری های همگرا، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران1

 . گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران2

 دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانهای گوارش و کبد، های گوارش و کبد، پژوهشکده بیماری. مرکز تحقیقات بیماری3

های گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانهای منتقله از آب و غذا، پژوهشکده بیماری. مرکز تحقیقات بیماری4

 

 چکیده 

عنوان عامل خطر اصلی مرتبط با گاستریت مزمن و آدنوکارسینوم معده شناخته به هلیکوباکتر پیلوریعفونت  سابقه و هدف:

زایی کلیدی این باکتری هستند که در ایجاد التهاب و مهار فرآیند سلولی از جمله فاکتورهای بیماریهای خارجشود. وزیکولمی

توانند در القای فرایند آپوپتوز می لاکتوباسیلوسهای نههای پروبیوتیک از جمله گوهای میزبان نقش دارند. سویهآپوپتوز در سلول

 AGSهای بر فرایند آپوپتوز در سلول ATCC 33323 لاکتوباسیلوس گسریسلولی نقش ایفا کنند. این مطالعه با هدف بررسی اثر 

 موردارزیابی قرار گرفت. هلیکوباکتر پیلوریسلولیِ های خارجتیمار با وزیکولتحت

( جدا شدند. شناسایی OC824و  BY-1بالینی )هلیکوباکتر پیلوریِ سلولی از دو سویۀ های خارجوزیکول :هامواد و روش

مانی وسیلۀ میکروسکوپ الکترونیِ گذاره و تکنیک پراکندگی نور پویا انجام شد. زندهسلولی بههای خارجمورفولوژی وزیکول

و مایع رویی بدون سلول حاصل از کشت  هلیکوباکتر پیلوریسلولی های خارجدر حضور مقادیر مختلف وزیکول AGSهای سلول

هلیکوباکتر سلولی های خارجلیتر وزیکولمیکروگرم در میلی MTT  50بررسی شد. بر اساس سنجشلاکتوباسیلوس گسری 

شد. آپوپتوز با های بیشتر استفاده برای آزمایشلاکتوباسیلوس گسری  درصد حجمی/حجمی از مایع روییِ کشت 10و  پیلوری

 (، موردبررسی قرار گرفت.nod1و   bax ،cas3 ،cas8 ،cas9 ،bcl-2های کلیدی آپوپتوز ) برای واسطه RT-qPCRاستفاده از آنالیز 

نانومتر شناسایی شدند. بر اساس نتایج سنجش  200-50در محدودۀ اندازۀ هلیکوباکتر پیلوریسلولیِ های خارجوزیکول :هایافته

 10و  هلیکوباکتر پیلوریسلولی های خارجلیتر وزیکولمیکروگرم در میلی 50، برای تیمار سلولی از AGSهای مانی سلولزنده

هلیکوباکتر پیلوری سلولی رجهای خااستفاده شد. وزیکول لاکتوباسیلوس گسریدرصد حجمی/حجمی از مایع روییِ کشتِ 

 24و  12های در زمان AGSهای را در سلول nod1و گیرندۀ  bcl-2را کاهش دادند و بیان  bax ،cas3 ،cas8 ،cas9های ژنبیان

ی سلولهای خارجطور مؤثر آپوپتوز مهارشدۀ ناشی از وزیکولبه لاکتوباسیلوس گسری ساعت افزایش دادند. در مقابل، مایعِ روییِ

 را القا نمود.

طور مؤثر آپوپتوز مهارشدۀ ناشی از تواند بهمی لاکتوباسیلوس گسری مطالعۀ حاضر نشان داد که مایعِ روییِ گیری:نتیجه

 القا کند. تحقیقات بیشتر برای کشف مکانیسم اثر مایعِ روییِ کشت AGSهای را در سلول هلیکوباکتر پیلوریهای وزیکول

 های آن بر القای آپوپتوز موردنیاز است.متابولیتو  لاکتوباسیلوس گسری

 لاکتوباسیلوس گسری.سلولی، آپوپتوز، پروبیوتیک، های خارج، وزیکولهلیکوباکتر پیلوری کلیدی:گانواژ

 

 مقدمه -1

منفی و یک باکتری گرم هلیکوباکتر پیلوری

میکروآئروفیل است که در معدۀ نیمی از جمعیت انسانی 

با گاستریت و هلیکوباکتر پیلوری ساکن است. عفونت با 

های شدیدتر مانند زخم معده، سرطان معده و لنفوم بیماری

مالت مرتبط است. طبق آمار سازمان بهداشت جهانی، 

قرار  1های تیپ در دستۀ کارسینوژنهلیکوباکتر پیلوری 

با دارا بودن تنوع هلیکوباکتر پیلوری های . سویهگیردمی

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

های منتقله از آب و غذا، پژوهشکده مرکز تحقیقات بیماری

های گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، بیماری

  تهران، ایران

 :پست الکترونیکی

a.yadegar@sbmu.ac.ir  
 20/03/1403 تاریخ دریافت:

 23/05/1403تاریخ پذیرش: 
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زا مانند عوامل کلونیزاسیون بالایی از عوامل بیماری

(flagella  وureaseپروتئین ،)( های اتصالBabA ،SabA  و

OipA( و دو توکسین اصلی )VacA  وCagA خطر ابتلا ،)

به سرطان معده را در فرد آلوده به این باکتری افزایش 

 (.1) دهندمی

شده، نقش کلیدی ریزیآپوپتوز یا مرگ سلولی برنامه

های مختلف های اپیتلیال در بافتدر تنظیم تعداد سلول

بدن دارد. این فرایند به حفظ تعادل سلولی و جلوگیری از 

کند. تعادل پویا بین ها کمک میرشد غیرکنترلی سلول

دن تکثیر سلولی و آپوپتوز برای حفظ هموستاز سلولی در ب

تعادل زایی معده به این عدمانسان بسیار مهم و سرطان

هلیکوباکتر های پاتوژن از جمله مرتبط است. باکتری

توانند بستر مناسبی برای تکثیر با مهار آپوپتوز می پیلوری

(. مطالعات بسیاری نشان 2و گسترش عفونت فراهم کنند )

از  لوریهلیکوباکتر پیزای اند که عوامل متعدد بیماریداده

توانایی ایجاد اختلال  GGTو VacA،CagA   ،ureaseجمله 

(. در طی عفونت مزمن 3در فرایند آپوپتوز را دارند )

بر باکتری زنده و فعال، اجزای ، علاوههلیکوباکتر پیلوری

شده یا لیزات و محصولات جانبی، مانند باکتریاییِ کشته

خارج های ( و وزیکولCFSمایع رویی عاری از سلول )

کنش های معده میانتوانند با سلول( میEVsسلولی )

داشته باشند و موجب تحریک مسیرهای سیگنالینگ 

بر (. علاوه4سلولی از جمله التهاب و تومورزایی شوند )

هلیکوباکتر زای کلاسیک عفونت فاکتورهای بیماری

شده از سلولی مشتقهای خارج، امروزه وزیکولپیلوری

زایی این پاتوژن نقش در بیماری هلیکوباکتر پیلوری

سلولیِ باکتریایی، ذراتی با های خارجسزایی دارند. وزیکولبه

های ای و شکل کروی هستند که در اندازهغشای دو لایه

و  in-vitroشوند و در شرایط نانومتر تولید می 300تا  20

in-vivo ولی سلهای خارج(. وزیکول5شوند )تشکیل می

های ، حامل مولکولتوسط هلیکوباکتر پیلوریتولید شده 

ساکارید زایی همچون لیپوپلیاتصال و عوامل مهم بیماری

(LPS) ،CagA ،VacA  وUreA  هستند، که نقش محوری

توانند با انتقال های میزبان دارند و میدر ارتباط با سلول

ای ها در فرایندهمواد فعال فیزیولوژیکی به داخل سلول

. باوجوداین، اطلاعات (5سلولی تداخل ایجاد کنند )

های خارج سلولی محدودی در مورد نقش وزیکول

در پاتوژنز این باکتری و پیشرفت  هلیکوباکتر پیلوری

 های مرتبط با معده و سرطان آن وجود دارد.بیماری

تواند به کاهش میهلیکوباکتر پیلوری کنی عفونت ریشه

مدت مرتبط با وی عوارض طولانیالتهاب معده و پیشر

یا بازگشت بیماری کمک کند. هلیکوباکتر پیلوری 

بیوتیک در سراسر دلیل افزایش مقاومت آنتیحال، بهبااین

 هلیکوباکتر پیلوری کنیهای ریشهجهان، اثربخشی درمان

(. مطالعات متاآنالیز متعددی از 6کاهش یافته است )

ای سیستماتیک نشان ههای بالینی و بررسیکارآزمایی

تواند عوارض جانبی ها میاند که استفاده از پروبیوتیکداده

را کاهش دهند هلیکوباکتر پیلوری کنی های ریشهدرمان

ها، اند که برخی از پروبیوتیک(. مطالعات اخیر نشان داده7)

هلیکوباکتر های ضد ، فعالیتلاکتوباسیلوسهای ویژه گونهبه

های ایمنی میزبان و سازی پاسخفعالرا از طریق پیلوری 

لاکتوباسیلوس گسری (. 8کنند )القای آپوپتوز ایجاد می

طور طبیعی در دستگاه گوارش نوزادان و بزرگسالان یافت به

تواند اتصال شود. بر اساس مطالعات، این سویه میمی

را مهار کند و التهاب  های معدهبه سلولهلیکوباکتر پیلوری 

اند که (. مطالعات قبلی نشان داده8ل نماید )معده را تعدی

تنهایی یا در ترکیب با سایر ، بهلاکتوباسیلوس گسری

های پروبیوتیک، اثر مهاری بر روی التهاب ناشی از سویه

دارند و موجب افزایش اثربخشی درمان  هلیکوباکتر پیلوری

ترین (. از مهم8گردند )می هلیکوباکتر پیلوریکنیِ ریشه

آپوپتوز، پروتئازهای ویژه سیستئین آسپارتیک اسید عوامل 

(caspasesو پروتئین ) های پروآپوپتوز هستند که در یک

کنند.  شده شرکت میشدت تنظیمزنجیرۀ پروتئولیتیک به

هدایت  BCL-2های مسیر آپوپتوز توسط خانوادۀ ژن

های آپوپتوز ( و ژنBCL-2های ضدآپوپتوز )شوند که ژنمی

(BAXهست )های سلولی مانند که محرکند. هنگامی

شوند، در واقع ها منجر به آپوپتوز میپروبیوتیک

کنند، بنابراین سیتوکروم های آپوپتوز را فعال میپروتئین

C شود،  از میتوکندری آزاد میCaspasepase-9دنبال و به

قطعه شده و قطعه DNAو در نهایت Caspasepase-3آن  

 (.9ود )شباعث مرگ سلولی می

سلولیِ های خارجاین مطالعه با هدف بررسی اثر وزیکول

بر هلیکوباکتر پیلوری شده از دو سویۀ بالینیِ مشتق

و گیرندۀ  bax ،cas3 ،cas8 ،cas9 ،bcl-2های ژنبیان

عنوان نشانگرهای مرتبط با آپوپتوز در بهnod1سیتوزولی 

بر این، اثر القاییِ سویۀ انجام شد. علاوه AGSردۀ سلولی 

بر  ATCC   33323لاکتوباسیلوس گسریبالقوۀ پروبیوتیک 

 سلولیِهای خارجآپوپتوزِ مهارشده، توسط وزیکول

موردبررسی قرار AGSدر ردۀ سلولی  هلیکوباکتر پیلوری 

 گرفته است.



  ,April 15/58volume & issue,  NCMBJ ,5202-1404، بهار58/15مولکولی، دوره و شماره  -های بیوتکنولوژی سلولی فصلنامه تازه

 Research Article-مقاله پژوهشی

 

28 

 هااد و روشمو -2

 های باکتریشرایط رشد سویه -1-2

 هلیکوباکتر پیلوریکشت  -1-1-2

، OC824و  BY-1 هلیکوباکتر پیلوریدو سویۀ بالینیِ 

ترتیب از بیماران مبتلا به گاستریت و زخم معده که به

های آوری شده بودند، از بانک میکروبی ایزولهجمع

واقع در  هلیکوباکتر آزمایشگاه تحقیقاتهلیکوباکتر پیلوریِ 

پزشکی های گوارش و کبد دانشگاه علومپژوهشکدۀ بیماری

شهید بهشتی، تهران در این مطالعه مورداستفاده قرار 

های حاوی محیط ها در پلیت(. سویه11، 10فتند )گر

درصد  7( با Merck, Darmstadt, Germanyبروسلا آگار )

درصد سرم  10)حجمی/حجمی( خون گوسفند دفِیبرینه، 

گرم میلی 2( و مکمل انتخابی )وانکومایسین FCSگوساله )

گرم در لیتر و تری میلی 05/0میکسین در لیتر، پلی

 B 5/2گرم در لیتر(، و آمفوتریسین میلی 1متوپریم 

 37ها در دمای گرم در لیتر کشت داده شدند. پلیتمیلی

 2O  ،10درصد  5درجۀ سلسیوس در محیط میکروآئروفیل )

روز انکوبه شدند.  5-3مدت ( به2Nدرصد  85و  2COدرصد 

های با تستهلیکوباکتر پیلوری تعیین هویت و شناسایی 

 (. 12های مولکولی انجام شد )بیوشیمیایی و روش

 هلیکوباکتر پیلوریهای تعیین ژنوتیپ سویه -2-2

با استفاده از روش هلیکوباکتر پیلوری های ژنوتیپ سویه

PCR های برای ژنcagA ،vacAهای ، آللs  وm ،babA2 ،

sabA ،iceA1  وiceA2 های تعیین شدند. همچنین توالی

مورداستفاده  PCRونوکلئوتیدی و اندازۀ محصولات الیگ

در هلیکوباکتر پیلوری زای های بیماریبرای تکثیر ژن

 (. 12ارائه شده است ) 1جدول 

 ارزیابی ایمنی و تهیۀ مایعِ روییِ کشت -3-2

 لاکتوباسیلوس گسری

-ATCC 33323 (IBRCلاکتوباسیلوس گسری سویۀ 

M-10944های مرکز منابع زیستی ایران ( از مجموعۀ کشت

(IBRCخریداری شد. به )منظور بررسی ، تهران، ایران

سلامت این سویه، فعالیت همولیتیک و ژلاتیناز و همچنین 

ها (. باکتری8موردبررسی قرار گرفت )DNaseتواناییِ تولید  

 Man-Rogosa-Sharpe (MRS) brothکشت روی محیط

(Merck, Darmstadt, Germany که حاوی )درصد  1/0

(w/v هیدروکلرید )L-( سیستئینSigma, USA است، در )

درصد  85و  2Hدرصد  2CO ،5درصد  10هوازی )شرایط بی

2N توسط جار و سیستم )Anoxomat® Gas Exchange 

System (Mart Microbiology BV, Lichtenvoorde, 

Netherlands درجۀ  37( رشد داده شدند و در دمای

 250ساعت نگهداری شدند. سپس  48مدت سلسیوس به

با تنظیم  لاکتوباسیلوس گسریلیتر از کشت باکتری میلی

 CFU/mL 910، که معادل 1مقدار به 600ODچگالی نوری 

دقیقه سانتریفیوژ شد  10مدت به g 16000است، با سرعت 

مایعِ رویی با استفاده  pHود. تا مایع روییِ کشت استخراج ش

افزایش یافت. پس از  55/7±05/0نرمال به  NaOH 1از 

 .Sigma Aldrich, Stمیکرومتر ) 22/0عبور از فیلترهای 

Louis, MO, USAآوری شده و (، مایعِ روییِ کشت جمع

 درجۀ سلسیوس نگهداری شد. -70در دمای 

 

 .PCRی الیگونوکلئوتیدی مورداستفاده در سنجش هاتوالی -1جدول 

 
 
 

های ژن

 هدف

 PCRمحصولات  (C°)دمای اتصال   (5'→3'توالی )

 باز()جفت 

16S rRNA GGCTATGACGGGTATCCGGC 
GCCGTGCAGCACCTGTTTTC 

58 764 

cagA AATACACCAACGCCTCCAAG 
TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC 

57 400 

vacA s1/s2 ATGGAAATACAACAAACACAC 
CTGCTTGAATGCGCCAAAC 

57 286/259 

vacA 

m1/m2 
CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 
GCGTCAAAATAATTCCAAGG 

57 645/570 

babA2 CCAAACGAAACAAAAAGCGT 
GCTTGTGTAAAAGCCGTCGT 

52 271 

sabA TTTTTGTCAGCTACGCGTTC 
ACCGAAGTGATAACGGCTTG 

55 581 

iceA1 TATTTCTGGAACTTGCGCAACCTGAT 
GGCCTACAACCGCATGGATAT 

58 696 

iceA2 CGGCTGTAGGCACTAAAGCTA 
TCAATCCTATGTGAAACAATGATCGTT 

58 608 
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سلولی های خارججداسازی و شناسایی وزیکول -4-2

 هلیکوباکتر پیلوری

بر روی  هلیکوباکتر پیلوریشدۀ های تازه کشتکلنی

 BHIلیتر محیط پایه )میلی 250کشت بروسلا، به محیط

broth درصد سرم گوساله انتقال داده و در  10( حاوی

شرایط میکروآئروفیل انکوبه شدند. برای کاهش احتمال 

ها در سرم گوساله، پیش از استفاده، سرم با وجود اگزوزوم

درجۀ  4ساعت در دمای  18مدت به g 120000سرعت 

 22/0وس سانتریفیوژ شد و سپس با استفاده از فیلتر سلسی

ساعت از رشد  72(. پس از 14، 13میکرومتری فیلتر شد )

دقیقه در  20مدت به g 10000ها با سرعت ها، سویهباکتری

مرحله سانتریفیوژ شدند  4-3درجۀ سلسیوس در  4دمای 

تا زمانی که رسوب سلولی قابل مشاهده نباشد. برای حذف 

دست آمده با مانده، مایعِ روییِ کشت بههای باقییباکتر

میکرومتر فیلتر شد. مایعِ روییِ  22/0استفاده از غشای 

درجۀ سلسیوس با  4ساعت در دمای  3مدت کشت به

(. در نهایت 15اولتراسانتریفوژ شد ) g 200000سرعت 

میکرولیتر از  300دست آمده با اضافه کردن رسوب به

سلولیِ های خارجحل شد. وزیکول PBS (pH=7)محلول 

درجۀ سلسیوس نگهداری شدند.  -70جداشده در دمای 

شده با سلولی استخراجهای خارجغلظت پروتئین وزیکول

استفاده از کیت سنجش پروتئین با بیسینکونینیک اسید 

(BCA) (DNAbiotech, Tehran, Iran تعیین شد. برای )

سلولی از خارج هایارزیابی محتوای پروتئین وزیکول

-SDSآمید )آکریلپلی-الکتروفورز سدیم دودسیل سولفات

PAGEآمیزی شده است ( که با رنگ آبی کوماسی رنگ

 استفاده شد.

 (TEM)میکروسکوپ الکترونی گذاره  -5-2

سلولی، های خارجمنظور تعیین مورفولوژی وزیکولبه

 400ها بر روی یک شبکۀ مسی میکرولیتر از وزیکول 10

شده با کربن پوشانده شده ش که با فیلم فرموار پوشیدهم

دقیقه انکوباسیون و بلات کردن  2بود، قرار گرفت. پس از 

میکرولیتر  10برای حذف مایع اضافی، شبکۀ مسی در 

( قرار داده شد. پس از w/vدرصد ) 2اورانیل استات 

گیری و تکرار مراحل قبل، شبکۀ مسی در هوا خشک لکه

  TEMت، تصاویر با استفاده از میکروسکوپشد. در نهای

(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany.گرفته شد ) 

 (DLS)پراکندگی دینامیک نور  -6-2

از روش پراکندگی دینامیک نور برای تعیین اندازۀ 

 ,Cordouan Technologiesسلولی )های خارجوزیکول

NanoQ V2.5.9.0, Franceهای ( استفاده شد. وزیکول

تا  PBSبا هلیکوباکتر پیلوری شده از سلولی مشتقخارج

لیتر رقیق شدند و سپس با میکروگرم بر میلی 6-4غلظت 

 میکرومتر فیلتر شدند.  22/0استفاده از غشای 

 AGSهای شرایط کشت و رشد سلول -7-2

، ردۀ سلولی آدنوکارسینوم معدۀ انسان، AGSهای سلول

 ,IBRCهای کشت مرکز منابع زیستی ایران )جموعهاز م

accession cell no. C10071دست آمد. ، تهران، ایران( به

 Dulbecco's modified eagle mediumها در محیط سلول

(DMEM همراه با )سیلین، لیتر پنیواحد در میلی 100

درصد  10لیتر استرپتومایسین،میکروگرم در میلی 100

شده با حرارت رم جنین گاوی غیرفعال)حجمی/حجمی( س

(FBS) (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA و ،)2 

درجۀ سلسیوس در  37گلوتامین در دمای -Lمولار میلی

 انکوبه شدند. 2COدرصد  5انکوباتور مرطوب با 

 AGSهای مانی سلولسنجش زنده -8-2

هلیکوباکتر سلولی های خارجغلظت بهینۀ وزیکول

برای لاکتوباسیلوس گسری  و مایعِ روییِ کشتی پیلور

تعیین گردید.  MTTتیمار سلولی با استفاده از روش 

ای کشت شدند و خانه 96های در پلیت AGSهای سلول

های مختلف ساعت در معرض غلظت 24مدت سپس به

لیتر( میکروگرم بر میلی 200و  100، 50، 25، 5/12)

لاکتوباسیلوس  روییِ کشت سلولی و مایعِهای خارجوزیکول

حجمی/حجمی( قرار  %20و  %10، %5، %5/2) گسری

های کنترل گرفتند. برای اطمینان از صحت نتایج، گروه

های منفی(، سلولهای تیمارنشده )کنترلشامل سلول

سلولی( های خارج)محلول حامل وزیکول PBSتیمارشده با 

کشت )محیط MRSکشت های تیمارشده با محیطو سلول

( درنظر گرفته شدند. پس از لاکتوباسیلوس گسری

 ,MTT  (Sigma Aldrichمیکرولیتر معرف 10انکوباسیون، 

St. Louis, MO, USAمدت ( به هر چاهک اضافه شد و به

درجۀ سلسیوس انکوبه شد. سپس  37ساعت در دمای  4

( متوقف DMSOسولفوکسید )متیلآزمایش با افزودن دی

نانومتر با استفاده از دستگاه  560شد و جذب نوری در 

 ,ELx808, BioTek Instrumentsخوان )میکروپلیت

Winooski, Vermont, USAگیری شد. ( اندازه 

 

 



  ,April 15/58volume & issue,  NCMBJ ,5202-1404، بهار58/15مولکولی، دوره و شماره  -های بیوتکنولوژی سلولی فصلنامه تازه

 Research Article-مقاله پژوهشی

 

30 

 AGSهای تیمار سلول -9-2

های سلول در پلیت 5×410با تراکم  AGSهای سلول

مدت به 2COای کشت داده شدند و در انکوباتور خانه 24

ها قبل از تیمار سه مرتبه با ساعت قرار گرفتند. سلول 24

PBS (pH=7.2شست )بر اساس نتایج وشو داده شدند .

لیتر میکروگرم در میلی 50، غلظت MTTحاصل از آزمون 

هلیکوباکتر از شده سلولیِ مشتقهای خارجاز وزیکول

درصد  10( و OC824و  BY-1های )سویه پیلوری

 لاکتوباسیلوس گسری حجمی/حجمی از مایعِ روییِ کشت

 24و  12های زمان برای مدت AGSهای جهت تیمار سلول

با ترکیبی  AGSهای بر این، سلولساعت قرار گرفتند. علاوه

 ع روییو مای هلیکوباکتر پیلوریسلولیِ های خارجاز وزیکول

تیمار قرار گرفتند. همچنین تحت لاکتوباسیلوس گسری

 ها در سه تکرار و حداقل سه بار انجام شدند.آزمایش

  cDNAو سنتز  RNAاستخراج  -10-2

 RNAهای توتال از سلولAGS  ساعت با  24و  12در

 ,RNA (Parstous, Mashhadاستفاده از کیت استخراج 

Iran بر اساس دستورالعمل سازنده تخلیص شد. غلظت و )

با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز و  RNAکیفیت 

( ND-1000, Thermo Scientific, USAاسپکتروفتومتر )

 ,cDNA (Parstous, Mashhadارزیابی شد. کیت سنتز 

Iran برای رونویسی )RNA  بهcDNA  طبق دستورالعمل

سنتزشده در دمای  cDNAهای سازنده استفاده شد. نمونه

 درجۀ سلسیوس نگهداری شدند. -20

 RT-qPCRژن با روش بررسی بیان -11-2

-Rotor( با سیستم RT-qPCRتحلیل کمّی )وتجزیه

Gene® Q (Qiagen, Germany با استفاده از )

 BioFACT™ 2X Real-Time PCRمسترمیکس

(BIOFACT, Daejeon, South Korea انجام شد. سطح )

با  nod1و  bax ،cas3 ،cas8 ،cas9 ،bcl-2 هایژنانبی

شده در های الیگونوکلئوتیدی فهرستاستفاده از توالی

عنوان ژن مرجع برای به ACTBتعیین شدند. ژن  2جدول 

استفاده قرار گرفت. از ها  موردژنکنترل داخلی سطح بیان

ژن برای سنجش تغییرهای نسبی در بیان CtΔΔ−2روش 

 استفاده شد.

 .RT-qPCRهای الیگونوکلئوتیدی مورداستفاده در سنجش توالی -2جدول 

های ژن

 هدف

 منابع  (5'→3'توالی ) پرایمرها

bcl-2 BCL2L1F 
BCL2L1R 

GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC 
TCCATCTCCGATTCAGTCCCT 

(16) 

bax BAX-F 
BAX-R 

CTTCTGCTTCCAGACCAAGG 
TCAGCGTGTTCTTCCTGTTG 

(17) 

cas8 CAS8-F 
CAS8-R 

CCAGAGACTCCAGGAAAAGAGA 
GATAGAGCATGACCCTGTAGGC 

(18) 

cas9 CAS9-F 
CAS9-R 

GAACTGGATCCGATGTGGAC 
TTCCGTCCGTTCCATAAATC 

(17) 

cas3 CAS3-F 
CAS3-R 

CGGGTACGGATGTAGATGCT 
GGGGCCATCTGTACCATAGA 

(17) 

nod1 NOD1-F 
NOD1-R 

TCCAAAGCCAAACAGAAACTC 
CAGCATCCAGATGAACGTG 

(19) 

ACTB ACTB-F 
ACTB-R 

ATGTGGCCGAGGACTTTGATT 
AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG 

(16) 

 تحلیل آماری -4

ها از ژن و رسم گرافها، بیانتحلیل آماری دادهوبرای تجزیه

استفاده شد  5/9نسخۀ  GraphPad Prismافزار نرم

(GraphPad Software Inc, CA, USA برای بررسی .)

ها از تحلیل واریانس های بین گروهداری تفاوتمعنا

 نیانگیعنوان مبه جینتا( استفاده شد. ANOVAطرفه )یک

، >p*05/0 و نیز داده شد شیمستقل نما شیه آزماحداقل س

01/0**p<، 001/0***p< 0001/0 و****p<نی، همچن 

05/0#p< ،01/0##p <، 001/0###p< 0001/0 و ####p< از

 .ندنظر آماری معنادار درنظر گرفته شد

 نتایج -5

 هلیکوباکتر پیلوریهای ژنوتیپ سویه -1-5

هلیکوباکتر پیلوری  OC824و  BY-1های ژنوتیپ سویه

و  1iceA/+2babA/-sabA/1m1svacA /+cagAصورت به

1iceA/+2babA/-sabA/2m1svacA /+cagA  شناسایی

 شدند.
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 ATCC 33323 گسریلاکتوباسیلوس ایمنی  -2-5

از نظر  ATCC 33323 گسریلاکتوباسیلوس سویۀ 

 منفی بود. DNaseهای تولید همولیزین، ژلاتیناز و آزمون

سلولی جداشده های خارجخصوصیات وزیکول -3-5

 پیلوری هلیکوباکتراز 

نشان داد که طیف متنوعی از  SDS-PAGEتحلیل ژل 

های مولکولیِ مختلف در وزیکول ها با وزنپروتئین

رند. این وجود دا OC824و  BY-1های سلولی سویهخارج

دهندۀ محتوای غنی و متنوع پروتئینی در تنوع باندها نشان

تواند حاکی از وجود سلولی هستند و میهای خارجوزیکول

های ساختاری، آنزیمی و عوامل دخیل در پروتئین

(. 1ها باشند )شکل های سلولی در این وزیکولارتباط

ای ه، وزیکولDLSو  TEMهای وتحلیل نتایج آزمونتجزیه

تا  50عنوان ذرات کروی با قطر حدود سلولی را بهخارج

نانومتر نشان دادند. نمودار توزیع اندازۀ ذرات نشان  200

سلولی برای های خارجدهد که متوسط اندازۀ وزیکولمی

نانومتر و  67/55ترتیب به OC824و  BY-1های  سویه

ی هانانومتر است. همچنین، بیشترین تعداد وزیکول 57/62

 06/49های ترتیب در اندازهها بهشده در این سویهشناسایی

 (. A-D،2نانومتر مشاهده شد )شکل  36/56نانومتر و 

 
های های موجود در وزیکولپروتئین. هلیکوباکتر پیلوریشده از سلولیِ استخراجهای خارجوزیکول SDS-PAGEنتایج  -1شکل 

. blue Coomassieآمیزی و سپس تجسم با استفاده از رنگ SDS-PAGEدرصد  12با هلیکوباکتر پیلوری  هایشده از سویهمشتق

 دهد.( جرم مولکولی استانداردهای پروتئین را برحسب کیلو دالتون نشان میMخطوط سمت چپ )

 
تصاویر میکروسکوپ الکترونی گذاره  (A-B). هلیکوباکتر پیلوریOC824 و   BY-1های شده از سویههای جداخصوصیات وزیکول -2شکل 

-BYهای ترتیب از سویههای مختلف هستند که بههای کروی و دو لایه با اندازهدهندۀ وزیکولاند، نشانآمیزی منفی گرفته شدهکه با رنگ

 OC824و  BY-1های های جداشده از سویه( وزیکولDLSوتحلیل پراکندگی نور پویا )تجزیه (C-D)اند. جدا شده OC824و  1

 

شده از سلولیِ مشتقهای خارجاثرهای وزیکول -5-4

لاکتوباسیلوس  و مایع روییِهلیکوباکتر پیلوری 

 AGSهای مانی سلولبر زنده گسری

سلولی های خارجبرای تعیین اثر افزایش غلظت وزیکول
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( و OC824و  BY-1) هلیکوباکتر پیلوریشده از مشتق

آمده از کشت دستدرصدهای مختلف مایعِ روییِ به

، AGSهای مانی سلولبر قابلیت زندهلاکتوباسیلوس گسری 

نشان  3شکل طورکه در هماناستفاده شد.  MTTآزمون 

سلولی جداشده از هر دو های خارجوزیکول داده شده است،

جز ساعت تیمار به 24پس از هلیکوباکتر پیلوری سویۀ 

لیتر، منجر به میکروگرم بر میلی 200و  100های غلظت

های زنده نشدند و تنها در توجهی در تعداد سلولتغییر قابل

سبت به های زنده را نشده، تعداد سلولبیان دو غلظت

توجهی کاهش دادند. همچنین، طور قابلهای شاهد بهسلول

شده از کشت های مختلف مایعِ روییِ استخراجغلظت

مانی توجهی بر قابلیت زندهتأثیر قابل لاکتوباسیلوس گسری

مانیِ سلولی، نداشتند. بر اساس نتایج زنده AGSهای سلول

کتر پیلوری هلیکوباشده از سلولیِ مشتقهای خارجوزیکول

 لیتر و مایعِ روییِ کشتمیکروگرم در میلی 50در غلظت 

برای  لاکتوباسیلوس گسریدرصد )حجمی/حجمی(  10

 های بعدی در این مطالعه انتخاب شدند.آزمایش

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

. MTTبا استفاده از آزمون  AGSهای مانی سلولزنده -3شکل 

های مختلف غلظت A:تحت تیمار  ) AGSهای سلول

، 50، 25، 5/12) پیلوری هلیکوباکترسلولی های خارجوزیکول

مایعِ روییِ کشت  B:لیتر( و )میکروگرم بر میلی 200و  100

( حجمی/حجمی %20و  %10، %5، %5/2) گسری لاکتوباسیلوس

از نظر  05/0کمتر از  pساعت قرار گرفتند. مقادیر  24برای مدت 

، >p< ،01/0**p*05/0درنظر گرفته شدند؛ آماری معنادار 

001/0***p< 0001/0 و.****p < 

هلیکوباکتر سلولی های خارجتأثیر وزیکول -5-5

 ژنبر بیان لاکتوباسیلوس گسریو مایعِ روییِ  پیلوری

Bax های در سلولAGS  

سلولیِ های خارجبرای ارزیابی اثرهای وزیکول

میکروگرم در  50) هلیکوباکتر پیلوریشده از مشتق

 10) لاکتوباسیلوس گسری کشت لیتر( و مایعِ روییِ میلی

های مرتبط با ژندرصد حجمی/حجمی( بر سطح بیان

سلولی های خارجبا وزیکول AGSهای آپوپتوز، سلول

 تنهایی یا در ترکیب با مایعِ به OC824و  BY-1ای هسویه

ساعت  24و  12مدت به لاکتوباسیلوس گسری روییِ کشتِ 

از  یلوریپ کوباکتریهل یسلولخارج یهالوکیوزتیمار شدند. 

 یتوجه( باعث کاهش قابلOC824و  BY-1) هیهر دو سو

( =001/0P و =P 008/0 بیترت)به Baxژن انیدر سطح ب

( BY-1و   OC824 ،028/0=pو   p=039/0ساعت ) 12در 

( در BY-1و  OC824 ،008/0=pو  p=001/0ساعت ) 24و 

های زمان وزیکولشد. در مقابل، تیمار هم AGSهای سلول

 و مایعِ روییِ کشت هلیکوباکتر پیلوریسلولی خارج
 Bax توجهی سطح بیانطور قابلبه لاکتوباسیلوس گسری

+  OC824و  p=026/0 + مایع رویی BY-1) 12را در زمان 

 + مایع رویی BY-1) ساعت 24( و p=010/0 مایع رویی

007/0=p  وOC824  008/0+ مایع رویی=p)  افزایش داد

 (.A-4)شکل

 (A) 

 (B) 
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در  cas9و  cas3 ،cas8های ژنتحلیل بیان -6-5

تیمارشده با مایعِ روییِ  AGSهای سلول

سلولی های خارجو وزیکول لاکتوباسیلوس گسری

 هلیکوباکتر پیلوری 

شود، مشاهده می B-4طورکه در شکل همان

 هلیکوباکتر پیلوریسلولی از هر دو سویۀ های خارجوزیکول

BY-1  وOC824 طور چشمگیری سطح بیان بهcas3  را در

(، و BY-1 و =OC824 ،0٫038 Pو =P 0٫020ساعت ) 12

( در BY-1و  =OC824 ،0٫014Pو =P  0٫018ساعت ) 24

مقایسه با سلول کنترل تیمارنشده کاهش دادند. این فرایند 

تیمار با ترکیب تحت AGSهای توجهی در سلولطور قابلبه

لاکتوباسیلوس  سلولی و مایعِ روییِ کشتِهای خارجوزیکول
و    p=001/0 با + مایع رویی BY-1ساعت ) 12در  گسری

OC824 004/0 + مایع رویی با=p ساعت ) 24(، وBY-1  +

+ مایع رویی با   OC824و  p=019/0با   مایع رویی

013/0=p افزایش یافت. علاوه بر این، وزیکل های خارج )

را در هر دو نقطه زمانی  cas8 سلولی از هر دو سویه بیان

( و p=019/0با  OC824و  p=022/0با  BY-1ساعت )12

( p=016/0با  OC824و  p=011/0با  BY-1ساعت ) 24

 سلولی وهای خارجکه ترکیب وزیکولکاهش داد، درحالی

 12را در  cas8بیان  لاکتوباسیلوس گسری مایعِ روییِ

+ مایع  OC824و   p=001/0با  + مایع رویی BY-1ساعت )

+ مایع رویی با  BY-1ساعت ) 24( و p=007/0رویی با 

002/0=p وOC824   006/0+ مایع رویی با=p افزایش داد )

سلولیِ های خارجطور مشابه، وزیکول(. بهC-4)شکل 

توجه سطح شده از هر دو سویه قادر به کاهش قابلمشتق

با  OC824و   p=023/0با  BY-1) ساعت 12در  cas9بیان 

010/0=p ساعت ) 24( وBY-1  013/0با=p  وOC824  با

010/0=pتیمار شدند. ترکیب ون( نسبت به کنترل بد

لاکتوباسیلوس  سلولی و مایعِ روییِ کشتهای خارجوزیکول
+  BY-1ساعت ) 12در cas9 منجر به افزایش بیان  گسری

( p=018/0+ مایع رویی با  OC824و  p=017/0مایع رویی با 

 OC824و   p=012/0+ مایع رویی با  BY-1ساعت ) 24و 

 (.D-4( شد )شکل p=022/0+ مایع رویی با 

در  bcl-2آپوپتوز ژن آنتیارزیابی تغییرات بیان -5-7

های تیمار با وزیکولتحت AGSهای سلول

و مایعِ روییِ  هلیکوباکتر پیلوریسلولی خارج

 لاکتوباسیلوس گسری

نشان داده شده است هر  E-4طور که در شکل همان

 هلیکوباکتر پیلوریشده از سلولیِ مشتقدو وزیکول خارج

در هر دو زمان  AGSهای را در سلول bcl2ژن بیان

( و p=006/0با  OC824و  p=001/0با  BY-1ساعت )12

( p=0001/0با  OC824و  p=0006/0با  BY-1ساعت ) 24

 افزایش دادند. 

 12ساعت نسبت به  24زمانیِ افزایش بیان در نقطه 

ساعت بارزتر بود. نتایج این پژوهش نشان دادند که مایعِ 

طور تواند بهمی لاکتوباسیلوس گسری روییِ کشتِ

معده در  AGSهای را در سلول bcl2ژن توجهی بیانقابل

 + OC824 و  p=013/0مایع رویی با  +BY-1 ساعت ) 12

مایع رویی  +BY-1 ساعت ) 24و  (p=001/0مایع رویی با 

( کاهش p=0009/0مایع رویی با  +OC824 و  p=004/0با 

 دهد.

سلولی های خارجبررسی تأثیر وزیکول -8-5

لاکتوباسیلوس و مایعِ روییِ  هلیکوباکتر پیلوری

 AGSهای در سلول nod1ژن گیرندۀ بر بیان گسری

سلولی از هر دو های خارجبا وزیکول AGSهای تیمار سلول

( سطح بیان OC824و  BY-1) هلیکوباکتر پیلوریسویۀ 

nod1 ساعت ) 12توجهی در طور قابلرا بهBY-1  با

005/0=p  وOC824  001/0با=p ساعت ) 24(  وBY-1  با

0001/0=p  وOC824  0003/0با=p نسبت به گروه کنترل )

توجهی طور قابلبه nod1افزایش داد. در مقابل، سطح بیان 

های تحت تیمار با ترکیب وزیکول AGSهای در سلول

 کشتِ و مایعِ روییِ هلیکوباکتر پیلوریسلولیِ خارج
مایع  +BY-1 ساعت ) 12پس از  لاکتوباسیلوس گسری

(  و p=013/0مایع رویی با  +OC824 و   p=030/0رویی با 

 +OC824 و  p=003/0مایع رویی با  +BY-1 ساعت ) 24

های وزیکول ( نسبت به تیمارp=004/0مایع رویی با 

 (.F-4تنهایی افزایش یافت )شکل به سلولیخارج
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 بحث -6

آپوپتوز یک فرایند سلولیِ حیاتی است که نقش مهمی 

(. در این 20کند )های عفونی ایفا میدر پاتوژنز انواع بیماری

سلولی های خارجمطالعه، نشان داده شد که وزیکول

توانند بر می هلیکوباکتر پیلوریجداشده از دو سویۀ بالینیِ 

گرهای آپوپتوز تأثیر بگذارند و منجر به مهار آپوپتوز واسطه

های شوند. مطالعه in-vitroدر شرایط  AGSهای در سلول

هلیکوباکتر پیلوری اند که عفونت متعددی نشان داده

های اپیتلیال معده تواند منجر به مهار آپوپتوز در سلولمی

هلیکوباکتر فونت (. اگرچه نقش دقیق ع22، 21شود )

طور های میزبان هنوز بهدر فرایند آپوپتوز سلولپیلوری 

اند های متعدد نشان دادهکامل شناسایی نشده است، مطالعه

، هلیکوباکتر پیلوریزای که برخی از فاکتورهای بیماری

ها در که وجود آن LPSو  urease ،VacA ،CagAمانند 

توانند (، می5ه است )سلولی نیز تأیید شدهای خارجوزیکول

وتحلیل در فرایند سلولی آپوپتوز اختلال ایجاد کنند. تجزیه

سلولی جداشده از های خارجمحتوای پروتئینی وزیکول

با OC824( و  )BY-1 هلیکوباکتر پیلوریهای بالینی سویه

ها نشان داد که این وزیکول SDS-PAGEاستفاده از تکنیک 

ا هستند که بیانگر نقش مهم های از پروتئینشامل مجموعه

های معده باشد. آنالیزهای ها در پاتوژنز بیماریوزیکول

و همکاران  Yujieای که توسط پروتئومیکس در مطالعه

 60انجام شد، نشان داد که پروتئین شوک حرارتی 

(HSP60موجود در وزیکول ) در  هلیکوباکتر پیلوریهای

ای میزبان نقش هتنظیم پاسخ ایمنی و آپوپتوز در سلول

 (A)  (B)  (C) 

 (D)  (E)  (F) 

-Bax (A)،caspaseژن . بیانAGSهای های آپوپتوز در سلولبیان نشانگرهای واسطه RT-qPCRوتحلیل تجزیه -4شکل 

3 (B) ،caspase-8 (C) ،caspase-9 (D) ،(E)  Bcl-2 ،(F)  NOD1های در سلولAGS  های وزیکول پس از تیمار با

ها و مایعِ روییِ لیتر( و ترکیبی از وزیکولمیکروگرم بر میلی OC824 ،50و BY-1های )سویه هلیکوباکتر پیلوریسلولی خارج

ژن های بیانتعیین شد. داده RT-qPCRروش  ساعت با 24و  12درصد حجمی/حجمی( در  10)  لاکتوباسیلوس گسریکشتِ  

طرفه در مقایسه با یک ANOVAبا استفاده از آنالیز آماری  pعنوان ژن مرجع، نرمال شد. *مقادیر ( بهACTBاکتین )-βبا 

 ه شد.معنادار درنظر گرفت هلیکوباکتر پیلوریسلولی های خارجدر مقایسه با وزیکول #pشاهد تیمارنشده معنادار و مقادیر 
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و  CagAزای بر این، فاکتورهای بیماری(. علاوه23دارد )

VacA به تغییرهای هلیکوباکتر پیلوریهای در وزیکول ،

های مورفولوژیکی سلولی و التهاب از طریق القای سایتوکین

کنند کمک می IL-8و  TNF-α ،IL-6 ،IL-1βزا مانند التهاب

پیشرفت بیماری تأکید  ها درو بر نقش کلیدی این وزیکول

(. در این مطالعه، نشان داده شد که تیمار 24، 5کنند )می

های سلولی سویههای خارجبا وزیکول AGSهای سلول

، baxتواند با کاهش بیان نشانگرهای میهلیکوباکتر پیلوری 

cas3 ،cas8 ،cas9   و افزایش بیانbcl2 و گیرندۀnod1 ،

عۀ مشابه با نتایج مطالعۀ حاضر آپوپتوز را مهار کند. در مطال

( 8و همکاران نیز نشان داده شد ) Yarmohammadiتوسط 

اند توانستههلیکوباکتر پیلوری بالینی مختلف  هایکه سویه

افزایش دهند و آپوپتوز  AGSهای را در سلول bcl-2سطوح 

اند ( نشان داده25و همکاران نیز ) El-Shahatرا مهار کنند. 

توجهی طور قابلتواند بهمیهلیکوباکتر پیلوری که عفونت 

های معدۀ بیماران مبتلا به سرطان را در بافت bcl-2سطوح 

و  Kimتوسط معده افزایش دهد. در مطالعۀ دیگری که 

هلیکوباکتر همکارانش انجام شد، مشخص گردید که عفونت 

( در COX-2) 2-ش بیان سیکلواکسیژنازباعث افزای پیلوری

با  COX-2شود. افزایش های اپیتلیال معده میسلول

، که برای cas3هایی همچون caspaseسازی سرکوب فعال

شود فرآیند آپوپتوز ضروری است، مانع از وقوع آپوپتوز می

تواند کمک کرده و می هلیکوباکتر پیلوریو به تداوم بقای 

های معده منجر شود زایش خطر بیماریبه التهاب مزمن و اف

(26.) 

 nod1توجهی در بیان نتایج مطالعۀ حاضر افزایش قابل

در هر هلیکوباکتر پیلوری تیمارشده با  AGSهای در سلول

ساعت( را نشان داد. این یافته  24و  12دو زمان تیمار )

( را در مهار آپوپتوز NOD1        ِ         سیتوزولی  میزبان ) PRRاهمیت 

هلیکوباکتر شده از سلولی مشتقهای خارجلتوسط وزیکو

این  ،علاوهدهد. بهنشان می AGSهای در سلولپیلوری 

توانند در فرایندهای تهاجم، اتوفاژی و ها میگیرنده

ای که توسط (. در مطالعه27تومورزایی نقش داشته باشند )

Yang ( نشان داده شد که مواجهۀ 4و همکاران انجام شد ،)

سبب مهار آپوپتوز در هلیکوباکتر پیلوری مداوم با لیزات 

شود. این محققان پیشنهاد کردند می GES-1ردۀ سلولی 

و  Nod1که احتمالاً این فرایند سلولی از طریق  گیرندۀ 

مهار  NF-kB/MAPK-ERK/FOXO4-مسیر سیگنالینگ 

 شود. تسهیل بقا و استقرار باکتری می شود و سببمی

دلیل افزایش شیوع ها بهبیوتیک             ِ     امروزه کارایی  آنتی

کاهش  ایکنندهطور نگرانبههلیکوباکتر پیلوری مقاومت 

های درمانیِ راهبُردکارگیری پیدا کرده است. لذا، ضرورت به

تواند به ها مینوین و مکمل همچون استفاده از پروبیوتیک

کمک نماید  هلیکوباکتر پیلوریکنی و درمان عفونت ریشه

های دهند که استفاده از مکمل(. تحقیقات اخیر نشان می6)

، هلیکوباکتر پیلوریپروبیوتیک برای درمان عفونت 

ها انداز بسیار امیدبخشی دارد. ازآنجاکه پروبیوتیکچشم

           ِ                                     های میکروبی  زنده هستند و توانایی ایجاد تأثیرهای گونه

، 8را دارند )هلیکوباکتر پیلوری فظتی در برابر عفونت محا

ها از طریق های خاصی از پروبیوتیکها و سویه(. گونه28

های گوناگون، از جمله تقویت یکپارچگی لایۀ مکانیسم

                              ِ              مخاطی، تنظیم عملکرد پاسخ ایمنی  میزبان، ترشح 

هایی با خواص ضدمیکروبی، تحریک ترشح متابولیت

هلیکوباکتر ضدالتهابی و کاهش استقرار های سایتوکاین

خود را اعمال هلیکوباکتر پیلوری ، فعالیت ضدپیلوری

یک کاندید لاکتوباسیلوس گسری (. 29کنند )می

تواند پروبیوتیک و فلور نرمال دستگاه گوارش است که می

هلیکوباکتر موجب فعالیت ضدالتهابی، مهار اتصال و رشد 

 هلیکوباکتر پیلورییرولانس های وژنو کاهش بیان پیلوری

انجام شده  in-vivoدر مطالعاتی که در شرایط (. 30شود )

های اند که مصرف ماست حاوی سویهاست نشان داده

تواند علائم سوءهاضمه را می لاکتوباسیلوس گسریمختلف 

بهبود بخشد، التهاب مخاط معده را کاهش دهد و اثربخشیِ 

بیماران مبتلا به عفونت گانۀ استاندارد را در درمان سه

بر این (. علاوه31) افزایش دهدهلیکوباکتر پیلوری 

توانند با تعدیل فرایند آپوپتوز در ها میپروبیوتیک

زا را های بیماریهای میزبان، فعالیت میکروارگانیسمسلول

                                 ِ     ِ (. در پژوهش حاضر اثر محافظتی مایع  رویی  8مختل کنند )

 لاکتوباسیلوس گسریۀ                ِ    دست آمده از کشت  سویکشت به

ATCC 33323  های ناشی از وزیکول بر آپوپتوز مهارشده

در سلول هلیکوباکتر پیلوری شده از      ِ     سلولی  مشتقخارج

AGS های مرتبط با وتحلیل ژنبررسی شد. نتایج تجزیه

واسطۀ ، القا شدن آپوپتوز بهAGSهای آپوپتوز در سلول

، bax ،cas3افزایش بیان نشانگرهای از طریق  هاپروبیوتیک

cas8 ،cas9  و کاهش بیانbcl2  و گیرندۀnod1  را نشان

انجام شد،  in-vitroدر شرایط  ای که          ً          داد. اخیرا  در مطالعه

 لاکتوباسیلوس گسرینشان داده شد که سویۀ پروبیوتیک 

ATCC 33323   پتانسیل تعدیل بیانIL-8 ،β-catenin ،

bcl-2  اینتگرین و زیرواحدهایα5β1 های را در سلولAGS 

دارد که منجر هلیکوباکتر پیلوری تیمارشده با سویۀ بالینی 
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(. 8گردد )به القای آپوپتوز و مهار التهاب در معده می

Russo ( نشان دادند که 32و همکاران ،) لاکتوباسیلوس

توجهی در نسبت باعث افزایش قابلGG -رامنوسوس

bax/bcl-2 mRNA های سرطان معدۀ انسان در سلول

HGC-27 دهندۀ فعالیت پروآپوپتوتیک شود که نشانمی

             ً               تواند متعاقبا  منجر به القای این پروبیوتیک است و می

 in-vivoآپوپتوز گردد. در مطالعۀ دیگری که در شرایط 

ها با  انجام گرفت، نشان داده شد که تیمار خوک

گاستروانتریت در طی  GGلاکتوباسیلوس رامنوسوس 

ویروسی، سبب القای آپوپتوز شده و تا حدی از بافت روده 

های ناشی از ویروس محافظت کرده است در برابر آسیب

و همکارانش که نشان  Lai(. مشابه نتایج ما در مطالعۀ 33)

و  GG لاکتوباسیلوس رامنوسوس دادند دو نوع پروبیوتیک،

ژن فزایش بیان، با ا ATCC 15697بیفیدوباکتریوم لانگوم

nod2سالمونلا تیفی                        ِ       توانند باعث حذف باکتری  پاتوژن، می

بر این، این شوند. علاوه Caco-2های از سلول موریوم

ناشی از  IL-1βژن ها موجب کاهش بیانپروبیوتیک

 (.34کنند )شوند و از التهاب جلوگیری میسالمونلا می

ها، از جمله مکانیسم احتمالی اثرگذاری پروبیوتیک

                  ّ         توان به ترکیبات فع ال زیستی را می لاکتوباسیلوسهای گونه

ها نسبت داد. این ترکیبات،              ِ     ِ       موجود در مایع  رویی  کشت آن

ها و سایر باکتریوسینتوانند شامل اسیدهای آلی، که می

ندهای های ثانویه باشند، قادرند با تعدیل فرآیمتابولیت

های التهابی، اثرهای محافظتی سلولی مانند آپوپتوز و پاسخ

(. از جمله این ترکیبات 35و درمانی خود را اعمال کنند )

توان اسید لاکتیک، اسید استیک و اسید فعال زیستی می

هایی مانند لاکتاسین باکتریوسینلاکتیک، همراه با -فنیل

B روبی را در و اسیدوفیلین، اشاره کرد که خواص ضدمیک

(. وجود 35دهند )های مسبب بیماری نشان میبرابر باکتری

                              ِ     ِ    ِ        چنین مواد فعال عملکردی در مایع  رویی  کشت  باکتری 

تواند با اثرگذاری و تعدیل فرایند آپوپتوز مزایای درمانی می

 ای را فراهم نماید.بالقوه

 گیرینتیجه -7

لی سلوهای خارجوزیکولمطالعۀ حاضر دخالت بالقوۀ 

-inدر مهار فرایند آپوپتوز در شرایط  هلیکوباکتر پیلوری

vitro بر این، نتایج این مطالعه اثرهای را نشان داد. علاوه

                 ِ     ِ     ِ    ِکنندگی و محافظتی  مایع  رویی  کشت تحریک

های را بر تعدیل آپوپتوز در سلول لاکتوباسیلوس گسری

AGS ها در تنظیم نشان داد و بر پتانسیل پروبیوتیک

کند. تأکید میهلیکوباکتر پیلوری آپوپتوز در زمینۀ عفونت 

های حیوانی های بیشتر با استفاده از مدلباوجوداین، تحقیق

و تأثیر هلیکوباکتر پیلوری مناسب برای بررسی عفونت 

سلولی و همچنین تأثیر پروبیوتیک های خارجوزیکول

بر فرایند آپوپتوز ضروری است.  وباسیلوس گسریلاکت

همچنین جهت شناسایی و بررسی نقش دقیق مواد فعال 

لاکتوباسیلوس                     ِ     ِ            ِزیستی موجود در مایع  رویی  حاصل از کشت 

 های بیشتری دارد.نیاز به انجام مطالعه گسری

 ملاحظات اخلاقی -8

 ندارد

 تشکر و قدردانی -9

های منتقله از ارینویسندگان از مرکز تحقیقات بیم

های گوارش و کبد، غذاوآب واقع در پژوهشکدۀ بیماری

کنند. پزشکی شهید بهشتی تشکر میدانشگاه علوم

شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد همچنین از گروه زیست

 نماید.علوم و تحقیقات، تهران صمیمانه تشکر می

 تعارض منافع -10

 ندارد.
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