
 1397  آبان،15 دوره ،81 شماره                                                                                        ییغذا عیصنا و علوم
 

 87

  
  

  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس  اثر پروبیوتیک بومی بررسی
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  تنی به صورت درونالگانس
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  .ایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان، ایران دانشجوي دکتراي گروه علوم و صن- 1
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  . رئیس پژوهشکده زیست فناوري و مهندسی زیستی، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان، ایران- 3
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  )20/08/96: رشیخ پذی تار 96/ 03/07:  افتیخ دریتار(

  

  
  چکیده
 که براي بود  مصرف کننده، افزایش طول عمر موجود در محصولات تخمیري بر پایه شیریوتیکبهاي پرو از مصرف باکتري ناشی مشاهده شدهاولین اثر
لاکتوباسیلوس بومی پروبیوتیک  سویه توانایی کلونیزه شدن  بررسی این مطالعههدف از. ها در روده میزبان کلونیزه شوندلازم است پروبیوتیکاین اثر 

ن منبع غذایی  به عنواOP50 اشریشیا کلی در مقایسه با  سینورابدایتیس الگانسنماتود در لوله گوارشی  PTCC 1896  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم 
لاکتوباسیلوس  از همچنین  در این تحقیق .بودتنی  نماتود به صورت درونها بر طول عمر این سویهاثراستاندارد براي نماتود مورد مطالعه و همچنین 

 اثر اي مورد استفاده،ه براي تعیین دوز بهینه پروبیوتیک .است به عنوان کنترل مثبت استفاده شد پروبیوتیک رایج تجاري که یک GG رامنوسوس
لاکتوباسیلوس پلانتاروم   نشان داد، نتایج. بر طول عمر نماتود بررسی شد ،هاي میکروبی مورد مطالعه سویهاز گرم  میلی10 و 1، 1/0، 01/0هاي غلظت

 در ،%95/36 را به میزان  الگانسایتیسسینورابد  نماتودگرم سلول باکتریایی در هر پلیت طول عمر میلی1/0با دوز  PTCC 1896  پلانتارومزیرگونه
 زیرگونهلاکتوباسیلوس پلانتاروم همچنین آزمون کلونیزه شدن سویه .  افزایش داد،تغذیه شدند  OP50اشریشیا کلیمقایسه با گروه کنترل که با 

 GG لاکتوباسیلوس رامنوسوسر مقایسه با  د، روده نماتودهاي اپیتلیالنشان داد که از توانایی چسبندگی خوبی به سلول PTCC 1896 پلانتاروم
 با قابلیت کلونیزه PTCC 1896  پلانتارومزیرگونهلاکتوباسیلوس پلانتاروم پروبیوتیک بومی مصرف  که توان گفتدر مجموع می. استبرخوردار 

  .کندفراهم مییزبان طول عمر م حاوي این میکروارگانیسم را با هدف افزایش فراسودمندامکان تولید محصولات شدن در روده، 
  

  .فراسودمند، طول عمر، کلونیزه شدن، سینورابدایتیس الگانس پروبیوتیک،: گانواژکلید 
  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: soleiman@cc.iut.ac.ir  
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 مقدمه - 1
مشاهده کرد که مصرف مداوم ، 1907مچنیکوف در سال 

محصولات لبنی تخمیري اثر مثبت بر طول عمر افراد دارد و 
پروبیوتیک ها  .معرفی کردبراي اولین بار مفهوم پروبیوتیک را 

المللی طبق تعریف تأیید شده توسط انجمن علمی بین
، 2014 در سال ISAPP(1(پروبیوتیک و پریبیوتیک 

        هستند که ) باکتري یا مخمر(اي هاي زندهمیکروارگانیسم
بایست از نظر متابولیکی در محصول ثابت و فعال باقی می

ه تعداد زیاد زنده بمانند، در طول مسیر قبل از مرحله هضم ب
 کلونیزه  روده برسانند،2هاي اپیتلیالمانده، خود را به سلول

که . ]1[  آثاري سودمند را در روده میزبان باقی گذارندشوند و
منجر به افزایش طول تواند میبرآیند تمامی این آثار سودمند 

هاي اصلی در تولید محصولات یکی از چالش. شودعمر میزبان 
. هاي پروبیوتیک تجاري است پروبیوتیک، ناکارآمد بودن سویه

بایست با ورود به بدن میزبان میبیوتیک پس از هاي پروباکتري
فلور میکروبی طبیعی روده رقابت کنند، در این حالت هر چه 
با محیط سازگارتر باشند احتمال اینکه بتوانند زنده بمانند و آثار 

بومی فلور میکروبی . فراسودمند خود را اعمال کنند بیشتر است
ا را ترشح ه از قبیل باکتریوسیناي هر منطقه، ترکیبات بازدارنده

 هايکنند که از تکثیر، رشد و فعالیت متابولیکی سویهمی
همچنین منشأ و خاستگاه .  تجاري جلوگیري می کندپروبیوتیک
هاي اپیتلیال روده و ها، بر قدرت اتصالشان به سلولپروبیوتیک

تمامی این  .ثبات آنها در دستگاه گوارش کاملاً تأثیرگذار است
انواع آنزیمهاي متنوع سازگار با اثرات، مرتبط با تولید 

سوبستراهاي موجود در محیط زندگی انسان و خواص 
  موارد .]2[ هاي بومی استبیوسنتزي منحصر به فرد این سویه

هاي بومی و مذکور ضرورت جداسازي و شناسایی سویه
سویه . بررسی اثرات بیولوژیک آنها را مشخص می سازد

جدا  PTCC 1896 پلانتاروم زیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس 
به عنوان یک پروبیوتیک بومی   ماهه19شده از مدفوع نوزاد 

تا . شناسایی شد 2008در سال توسط میرلوحی و همکاران 
، به اثبات 3تنیکنون پروبیوتیک بودن این سویه به صورت برون

 نظر از باکتري این رسیده، همچنین مطالعات نشان داده است که
هاي از قبیل تولید انواع متابولیتتکنولوژیکی  خصوصیات

                                                             
1. International Scientific Association of Probiotics and 
Prebiotics 
2. Epithelial cells 
3. In vitro 

در هاي حین فرآیند مواد غذایی میکروبی و مقاومت به تنش
از  که صنعت، در رایج هاي ارگانیسم میکرو سایر با مقایسه

کارآمدتر  بسیار شوند،  میتهیه ارز خارج از کشور و با صرف
   .]6–3[ است

پزشکی از بیولوژي و هاي کنونی در علوم بسیاري از دانسته
یک . دست می آیدهاي حیوانی به هاي اولیه روي مدل پژوهش

 است که مطالعات گسترده براي اي موجود زندهارگانیسم مدل،
شود، با این هدف  درك پدیده زیستی خاص روي آن انجام می

- ه سایر ارگانیسمقابل تعمیم دادن بهاي به دست آمده که یافته

مطالعه اثر در انتخاب یک مدل مناسب براي . باشد دیگر هاي
 سعی هاي غذایی بر بهبود فلور میکروبی دستگاه گوارشرژیم

ها کاهش یافته و امور مربوطه الامکان محدودیت می شود حتی
هاي مطالعه نیز در این البته سرعت، دقت و هزینه. تسهیل گردد

ا وجود مزایاي فراوان استفاده از موش ها ب. انتخاب اثرگذارند
هاي زیاد کار با ، هزینه براي تحقیقات بیولوژیکبه عنوان مدل

 پیچیدگی فلور میکروبی وبراي مطالعات طول عمر این حیوان 
هاي غذایی مختلف را مشکل ، بررسی مکانیسم اثر رژیمروده

 هاي ساده تر و با هزینهسازد و لزوم استفاده از مدل می
 .]7[ دهد نگهداري کمتر را نشان می

  نماتود4 سیدنی برنر براي نخستین بار،1974در سال 
 به عنوان یک موجود زنده براي را 5سینورابدایتیس الگانس

ي تحقیقاتی درزمینه بیولوژي و علوم اعصاب معرفی هامدل
آزاد و   نماتود خاکزي ،یک الگانس سینورابدایتیس. ]8[ کرد

هاي تحقیقاتی  که استفاده ازآن در آزمایشگاهغیرانگل است
  بالغ الگانسسینورابدایتیسیک بدن . خطر و رایج می باشد بی

به سهولت قابل و  شفاف بوده  دارد،حدود یک میلیمتر طول
 ین نماتودمنبع غذایی استاندارد ا .باشد دستکاري و مشاهده می

 و به آسانی و ارزانی  استOP50 ی اشریشیا کل باکتري
چرخه . توان آن را به تعداد زیاد در آزمایشگاه پرورش داد می

و از زمان تخم بودن کوتاه است   الگانس سینورابدایتیسزندگی
 طرح 1 در شکل . می کشد  تا تخم گذاري حدود سه روز طول

  .ه شده استشماتیک چرخه زندگی این نماتود ارائ

                                                             
4. Sydney Brenner 
5. Caenorhabditis elegans 
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Fig 1 Life cycle of Caenorhabditis elegans 

(www.wormatlas.org) 
 25 تا 15(بهینه از نظر دما  در شرایط نماتودطول عمر این 
در مقایسه با .  هفته است3 تا 2نزدیک به ) درجه سانتیگراد

استفاده از جانوران مدل دیگري مثل موش ، چرخه زندگی 
 مدت زمان لازم براي کار آزمایشگاهی ،الگانسسینورابدایتیس 

  و طول عمر مطالعات بیولوژیکی انجامبهرا کاهش داده و 
 به  الگانسسینورابدایتیسعلت انتخاب  .]7[ بخشد سرعت می

راي مطالعه اثرات سیستم مناسب خصوصاً بعنوان یک مدل 
یال روده اي آن هاي اپیتلشباهت بسیار زیاد سلولها، پروبیوتیک

 هاي اپیتلیالسلول. اي انسان استبا اپیتلیوم روده
 متصل 1هاي از نوع قطبی با میکروویلی الگانسسینورابدایتیس

هاي  و رشته3 تشکیل شده از اکتین2ترمینال وببه یک 
هاي روده با توجه به شباهت ساختاري سلول.  است4حدواسط

بین ) همولوگ% 40(شباهت ژنتیکی قابل توجه همچنین و 
 و انسان، این نماتود مدل مناسبی براي  الگانسسینورابدایتیس

  .]9[ ها محسوب می شودمطالعه روي اثرات پروبیوتیک
 امکان کلونیزه شدن پروبیوتیک  بررسیپژوهش حاضرهدف از 

 PTCC  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس بومی 

لاکتوباسیلوس   و اثر آن بر طول عمر، در مقایسه با 1896
 توسط ، به عنوان یک پروبیوتیک رایج تجاريGG رامنوسوس

 .بودی  به صورت درون تن الگانسسینورابدایتیسمدل ارگانیسم 

                                                             
1. Microvilli 
2. Terminal web 
3. Actin 
4. Intermediate filaments 

  ها مواد و روش- 2
  هاي کشتمحیطها، نماتود و باکتري - 2-1

 PTCC  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس هاي سویه

 موجود در کلکسیون GG لاکتوباسیلوس رامنوسوس و 1896
آزمایشگاه میکروبیولوژي مواد غذایی، دانشکده  میکروبی

پروبیوتیک در این کشاورزي، دانشگاه صنعتی اصفهان به عنوان 
 N2 (Wild سینورابدایتیس الگانس. مطالعه انتخاب شدند

Type) اشریشیا کلی و OP50) نماتودتانداردسمنبع غذایی ا ( 
سوتا، امریکا  واقع در مینه5سینورابدایتیس الگانسمرکز ژنتیک از

 MRS brothهاي پروبیوتیک در محیط کشتباکتري. تهیه شد

 Nutrient در محیط کشت OP50 کلی ریشیااش و باکتري 6

broth براي سنجش  . درجه سانتیگراد فعال شدند37 در دماي
 محیط کشت هاي حاوي پلیتنماتودها رويطول عمر، 

NGM 7 یستاتین  نغنی شده با)mg/mL 5( و استرپتومایسین 
)mg/mL 1(فرمول تهیه محیط کشت  . کشت داده شدند

NGM محلول مطالعه اعم از  و بافرهاي مورد استفاده در این
Bleach هايبافر وM9  و S کلیه . آمده است1در پیوست 

هاي  شیمیایی مورد استفاده از شرکتهاي کشت و موادمحیط
  .تهیه شد) امریکا(و یا سیگما ) آلمان(مرك 

  سازي تیمارها آماده- 2-2
هاي مربوط به هر تیمار ابتدا کشت سازي پلیتبه منظور آماده

 در دماي OP50 ریشیا کلیاشهاي پروبیوتیک و یهاز سو 8شبانه
 میکروبی  هاي درجه سانتیگراد تهیه شد و سوسپانسیون37

 g 1300 ،5×( )، آلمان6K15، 9سیگما (توسط سانتریفیوژ
 تحت شرایط مذکور دوبار شسته با نرمال سالینتهیه و ) دقیقه

 با  به صورت جداگانهسوسپانسیون میکروبی هر سویه. ندشد
گرم سلول باکتریایی در هر  میلی10 و 1، 1/0، 01/0تهاي غلظ

 بدین .]10[  پخش شدندNGM محیط کشت رويپلیت 
هاي مورد مطالعه براي کشت تیمارهاي مربوط به ترتیب پلیت

 در ادامه نحوه کشت . آماده شدندینورابدایتیس الگانسسنماتود 
  .شوداین نماتود توضیح داده می

                                                             
5. Caenorhabditis Genetic Center (CGC) 
6. Man Rogosa Sharpe Broth 
7. Nematode Growth Medium 
8. Overnight 
9. Sigma 
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 نماتودتهیه کشت همزمان از  - 2-3
   الگانسسینورابدایتیس
 هايپلیت حاوي تعداد کافی از تخمچهار پس از شستشوي 

، پیش تیمار آنها با استفاده از  الگانسسینورابدایتیس نماتود
 سینورابدایتیسبا هدف حذف ، ه تهیه شده تازBleach محلول
 نماتودها از نظر سن انجام 1سازيهاي بالغ و هماهنگالگانس

 دقیقه یکنماتودها درون محلول ذکر شده به مدت . شد
، g 1300×( توسط سانتریفیوژ Sورتکس شده، و سپس با بافر 

)  تخم300 تا 200(سپس تخم ها .  شدند دادهشستشو)  دقیقه1
 18 درجه سانتیگراد به مدت 20 تحت دماي M9در بافر 

  نماتودساعت نگهداري شدند تا جمعیت مناسب از
سپس .  به دست آیدL1 در فاز رشد  الگانسسینورابدایتیس

 که روي NGM سانتی متري حاوي 6هاي نماتودها به پلیت
 OP50 اشریشیا کلی میکرولیتر از کشت سلولی باکتري 50آن 

 48 پخش شده بود، منتقل شده و به مدت به عنوان منبع غذایی
 گرمخانه گذاري درجه سانتیگراد 25 ساعت در دماي 60تا 

 از  شدهجمع آوريهاي نماتود . برسندL4شدند تا به فاز رشد 
 با Sسه بار شستشو با بافر ، پس از M9سطح پلیت توسط بافر 

 به یک پلیت الذکر،فوقاستفاده از سانتریفوژ تحت شرایط 
NGM11[ تریل فاقد باکتري منتقل شدند اس[.  

   الگانسورابدایتیسسین سنجش طول عمر - 2-4
طبق روش معرفی شده توسط  الگانس سینورابدایتیس طول عمر

هاي مختلف غلظتتحت تاثیر ) 2007( 2ایکدا و همکاران
 PTCC  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس هاي سویه

بدین .  بررسی شدGG لاکتوباسیلوس رامنوسوس و 1896
 Olympus (3کوپمیکروس با استریو  پس از بررسیمنظور،

SZX16فاز و حصول اطمینان از رسیدن نماتودهاي)، ژاپن  
L1فاز به  L4،  فاز نماتود50در مورد هر تیمار  L4) 10 

 22و در دماي به پلیت مورد نظر منتقل ) نماتود در هر پلیت
نماتودها با فواصل سه روزه . درجه سانتیگراد نگهداري شدند

 ساعت تعداد 24هر  و ،شدانتقال داده هاي تازه به پلیت
در هر  ی پس از مشاهده میکروسکوپو مرده،نماتودهاي زنده 
 همچنین نماتودهایی که به طور اتفاقی بر اثر .تیمار ثبت گردید

                                                             
1. Synchronization 
2. Ikeda et al. 
3. Stereo Microscope 

 درون بدن از بین رفته فتن از دیواره پلیت، یا بازشدن تخمبالا ر
 .]12[ بودند از آزمایش حذف شدند

ها توسط  آزمون کلونیزه شدن پروبیوتیک-2-5 
   الگانسسینورابدایتیس

  هاي پلیت یک از هربه، L4نماتودهاي فاز  عدد 10تعداد 
لاکتوباسیلوس  گرم سلول باکتریایی میلی1 و 1/0 حاوي

لاکتوباسیلوس  ، PTCC 1896  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم 
 به طور جداگانه OP50 اشریشیا کلیو  GG رامنوسوس

 نماتود به صورت تصادفی در 10 روز، 5پس از . منتقل شدند
، g×1300( دوبار سانتریفیوژ  M9یک میکروتیوب حاوي بافر 

 100 ،شدند و بعد از شستشو و جدا کردن مایع رویی)   دقیقه1
اضافه شد تا سطح بدن نماتودها استریل % 70میکرولیتر اتانول 

 اضافه شد تا غلظت M9لیتر بافر  میلی1 ،یه ثان20پس از . گردد
از استرلیزاسیون سطحی پس . کاهش یابد % 4/6نهایی اتانول به 

به بافر اضافه شد و % 1با غلظت  Triton X-100 نماتودها،
) ، امریکا4کیاژن (Tissuelyser IIبا استفاده از دستگاه 

دست  بافر به .هموژن شده و محتویات روده استخراج شدند
  MRS agarهاي کشت سازي روي محیط  آمده پس از رقیق

اشریشیا کلی  براي Nutrient agar و هالاکتوباسیلوسبراي 
OP50 13[ کشت داده شدند[.   

  آنالیز آماري - 2-6
دست آمده هاي به کلیه آزمایشات در سه تکرار انجام شد و داده

هاي داده. گزارش شد)  میانگین± معیارانحراف (به صورت 
مایر و توسط نرم -مربوط به سنجش طول عمر به روش کاپلان

تحلیل شد و نمودارها توسط همین ) 17نسخه ( SPSSافزار 
 در بخش کلونیزه  دست آمدهاي بههداده. نرم افزار رسم شد

. تحلیل گردید) 9نسخه  (SAS با استفاده از نرم افزار شدن
آنالیز واریانس یکطرفه در قالب طرح کاملاً تصادفی و با آزمون 

LSDها مورد استفاده قرار گرفت به منظور مقایسه میانگین.  
  

  و بحث نتایج - 3
   سنجش طول عمر- 3-1

- سویه با  الگانسسینورابدایتیس تغذیه ،دست آمدهطبق نتایج به

 PTCC  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس هاي 

                                                             
4. Qiagen 
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 طول عمر این نماتود GG لاکتوباسیلوس رامنوسوس و 1896
 شکل (افزایش داد OP50 اشریشیا کلیتغذیه با نسبت به را 
هاي مختلف ي استفاده از غلظتنتیجه  همچنین،).2

ي وابسته بودن اثر مشاهده ندهسوسپانسیون میکروبی، تأییدکن
  ). 1جدول (شده به دوز مصرفی بود 

  
Fig 2 Effect of L. plantarum subspecies plantarum PTCC 1896 and L. rhamnosus GG on survival rate of C. 
elegans compared to E. coli OP50, A: 0.01 mg bacterial cell/plate; B: 0.1 mg bacterial cell/plate; C: 1 mg 

bacterial cell/plate; D: 10 mg bacterial cell/plate. 
 

Table 1 Effect of bacterial concentration on the average age of C. elegans  

Mean ± SD (n=3), Significant at p< 0.05 in the same column. 
  

گرم از هر  میلی10غلظت مصرف نتایج همچنین نشان داد که با 
هاي مورد استفاده، میانگین طول عمر یک از سویه

این امر شاید به .  کاهش پیدا کرد الگانسسینورابدایتیس
 سینورابدایتیسط شیمیایی دستگاه گوارش تغییرات شرای

هاي در دسترس حاصل از  به دلیل افزایش متابولیتالگانس
از سوي . ]10[ بوده استمربوط ها ونیزه شدن پروبیوتیککل

   سوسپانسیون میکروبی نیز باعث گرممیلی 01/0دیگر غلظت 

  
 که این ، شدالگانسسینورابدایتیس کاهش طول عمر نماتود 

    طی دوره رشدتوان به دلیل وجود شرایط گرسنگینتیجه را می
 و 1، 1/0هاي  در غلظت میانگیناختلاف. ]10[ گرفتدر نظر 

 تاروم پلانزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس گرم  میلی10
PTCC 1896 05/0(معنادار بود  در هر پلیتp< ( و غلظت

 ، که استفاده از آنبه عنوان دوز بهینه معرفی شدگرم  میلی1/0
 در گروه کنترل به OP50 اشریشیا کلینسبت به دوز مشابه 

Bacterial cell concentration  Average age (days)  

(mg/plate) L. plantarum PTCC 
1896 L. rhamnosus GG E. coli OP50 

0.01 12.61±0.83c 11.36±0.90d 10.92±0.89c 

0.1 20.20±1.20a 16.62±1.05b 14.75±1.02a 

1 19.97±1.32a 19.58±1.21a 13.05±0.70b 

10 14.06±0.86b 12.67±1.18c 10.19±0.66d 
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.  را افزایش داد الگانسسینورابدایتیسطول عمر  % 95/36میزان 
 نیز اختلاف میانگین GG لاکتوباسیلوس رامنوسوس در مورد 

معنادار بود گرم در هر پلیت  میلی10 و 1هاي غلظتدر 
)05/0p<( گرم به عنوان دوز بهینه در نظر  میلی1 و غلظت

 ریشیا کلیاشنسبت به دوز بهینه ، که استفاده از آن گرفته شد
OP50، 75/32 %  را افزایش  الگانسسینورابدایتیسطول عمر 

 ریشیا کلیاش  با با تغذیه طول عمر بیشترین میانگین . داد
OP50  گرم سوسپانسیون  میلی1/0با استفاده از غلظت

) 2013 (1ژائو و همکاران. میکروبی در هر پلیت به دست آمد
لاکتوباسیلوس   باکتري با الگانسسینورابدایتیس تغذیه اثرنیز 

در این .  کردندرا بر طول عمر بررسی FDB89سالیواریوس 
گین طول عمر نماتودهاي تغذیه شده با پروبیوتیک مطالعه میان

 7/19 ± 59/0( گروه کنترل  به روز بود که نسبت1/22 ± 65/0
ایکدا و همکاران نیز در سال . ]10[ افزایش داشت % 9/11) روز

هاي  با تعدادي از سویه الگانسسینورابدایتیس اثر تغذیه 2007
 اشریشیا کلی را در مقایسه با لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتریوم

OP50آنها میزان افزایش .  بر طول عمر مورد مطالعه قرار دادند
 % 33تا % 17 -% 33 ها را بینطول عمر توسط پروبیوتیک

نشان دادند که اثر  این محققین همچنین .گزارش کردند
هاي پروبیوتیک بر طول عمر وابسته به سویه است و میکروب

 بایست در مورد هر سویه به طور اختصاصی بررسی گرددمی
اثر چهار سویه پروبیوتیک نیز ) 2014( 2 پارك و همکاران.]12[

ایزوله شده از مدفوع نوزاد را بر افزایش طول عمر 
ما حصل همه این  .]13[  گزارش کردند الگانسسینورابدایتیس

 .دست آمده در این مطالعه استمطالعات تأیید کننده نتایج به
 دلایل هاپروبیوتیک و کلی اشریشیامتفاوت اثر توضیح براي 

 يهاي پیشنهاددر ادامه به مکانیسم. مختلفی گزارش شده است
  .اشاره شده است

هاي  ترکیبات شیمیایی سازنده ساختار سلولی باکتريتفاوت در
احتمالاً منجر به تفاوت  OP50اشریشیا کلی و ید لاکتیک اس
شده   الگانسسینورابدایتیس طول عمر  اثر تغذیه اي آنها بردر

 هاي اسید لاکتیکالبته این بدان معنا نیست که باکتري. است
 زیرا ،دارند  OP50اشریشیا کلی ساختار شیمیایی مغذي تر از

زندگی معمولاً با اندازه طول بدن نماتودها در طول دوره 
هاي موجود یکی از تئوري. ها کمتر استاستفاده از پروبیوتیک

 در دسترسی به در این رابطه این است که محدودیت نماتودها

                                                             
1. Zhao et al. 
2. Park et al. 

به ها منجر به هنگام تغذیه بر روي پروبیوتیکترکیبات انرژي زا 
- می کاهش اندازه بدن نماتودها و همچنینافزایش طول عمر 

م در غیر پستانداران و هم در پستاندارانی  این تئوري ه.شود
  .]10[ موش و سگ نیز به اثبات رسیده است ماند

افزایش طول عمر نماتودها  در  شناخته شدهرثیکی از اجزاء مؤ
این جزء لیپیدي به عنوان یک .  است )3ونیوبیکین (Qکوآنزیم 

مطالعات . کندناقل الکترون در چرخه تنفس هوازي عمل می
 با موتانت هایی از نشان داده است نماتودهاي تغذیه شده

  دارند، طول عمرQ که نقص در سنتز کوآنزیم اشریشیا کلی
هاي اسید لاکتیک باکتري. داشتند کنترل  گروهنسبت به بیشتري

هاي مورد نیاز براي سنتز این عمولاً مجموعه کامل آنزیمنیز م
ش طول عمر یند و همین امر منجر به افزارکوآنزیم را ندا

نیز ) 2013 (4ایشی و همکاران. ]12،14[ نماتودها می گردد
 می ، به محیط کشتQمشاهده کردند که با افزودن کوآنزیم 

لازم به .  را افزایش داد الگانسسینورابدایتیستوان طول عمر 
هاي اسید هاي باکترياجزاء ناشناخته و یا متابولیتذکر است، 

 مؤثرتوانند در افزایش طول عمر توسط آنها   لاکتیک نیز می
  .]15[ باشند

DAF-16 به عنوان یک فاکتور رونویسی از خانواده 
forkheadرا در 5ي تشدید کننده ورود به فاز داوئرها، ژن 

  افزایش متعاقباً مقاومت به استرس و در نتیجه بهبودا ولاروه
 .]16[ طول عمر را در نماتودهاي بالغ تنظیم می کند

 مانند  تحت شرایط استرس زاي محیطی الگانسسینورابدایتیس
فاز  ها مانند دماي بالاي محیط واردکمبود غذا یا انواع تنش

 در این مرحله با کاهش شدید سطح  کهمی شوداوئر د
متابولیسم، کاهش سرعت حرکت حلق و به دنبال آن کاهش 

ومت هاي متابولیکی، مقاسطح تغذیه و تغییرات شدید در چرخه
خود را به تنش ها افزایش می دهد و در نتیجه طول عمر 

ي خانواده نیز) 2005(اوه و همکاران . ]17[ افزایش می یابد
ده مثبت براي ن را به عنوان یک تنظیم کنJNK 6هاي کینازآنزیم

DAF-1618[  معرفی کردند[.  
هاي اسید لاکتیک به عنوان جزء اولیه دیواره سلولی در باکتري

هاي مؤثر در تحریک سیستم ایمنی به شمار می رود و تفاوت
هاي مختلف موجود در ترکیبات دیواره سلولی در سویه

ها می تواند منجر به ایجاد سطوح مختلفی از پروبیوتیک

                                                             
3. Ubiquinone 
4. Ishi 
5. Dauer 
6. c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
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ي مثال برا. ها گرددریک سیستم ایمنی توسط این باکتريتح
 یکی از اجزاي پپتیدوگلیکانی موجود در 1مورامیل دي پپتید

هاي اسید لاکتیک است که تولید دیواره سلولی باکتري
 از آنجایی .کندها تحریک میسایتوکین ها را توسط ایمونوسیت

 یا فاکتور تومور 1-اینترکولین ها مانندکه برخی سایتوکین
 در پستانداران JNKلید هاي تونکروزیس به عنوان فعال کننده

 از طریق مسیر DAF-16روند، تنظیم بالادستی   به شمار می
JNK احتمالی افزایش دیگر مکانیسم  را می توان به عنوان

  .]19[ طول عمر در نماتودها بر شمرد
   آزمون کلونیزه شدن - 3-2

 روده هاي پروبیوتیک درمیزان کلونیزه شدن باکتري 3در شکل
 در افزایش مؤثرهاي دوزستفاده از با ا  الگانسسینورابدایتیس

) گرم سلول باکتریایی در هر پلیت میلی1 و 1/0(طول عمر 
پلانتاروم لاکتوباسیلوس توانایی کلونیزه شدن . ارائه شده است

 قابل توجهی نسبت رز به طPTCC 1896   پلانتارومزیرگونه
ک ی به عنوان یک پروبیوتGG لاکتوباسیلوس رامنوسوسبه 

 دوزهاي مورد استفاده از اثر . بیشتر بود)ل مثبتکنتر (تجاري
 بر PTCC 1896   پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس 

در حالی که ). <05/0p(توانایی کلونیزه شدن آن معنادار نبود 
  اثر معنادار بودین اGG لاکتوباسیلوس رامنوسوسدر مورد 

)05/0p< ( میلی1 به 1/0و با افزایش دوز سلول باکتریایی از  -

گرم در هر پلیت توانایی کلونیزه شدن آن در روده افزایش 
 نیز نتایج مشابهی را در مورد )2014 (پارك و همکاران. یافت

هاي پروبیوتیک ایزوله شده از مدفوع نوزاد کلونیزه شدن سویه
 گزارش کردند GG لاکتوباسیلوس رامنوسوسدر مقایسه با 

نیز نشان دادند که دو سویه ) 2011(وانگ و همکاران  .]13[
 ایزوله شده از روده مرغ و خوك به طور قابل لاکتوباسیلوس

 و از  کلونیزه شد الگانسسینورابدایتیسهی در روده توج
  .]11[  جلوگیري کردسالمونلاکلونیزه شدن 

شباهت توان به وجود دست آمده میبراي توضیح نتایج به
 و  الگانسسینورابدایتیسهاي اپیتلیال روده ساختاري سلول

  عنواناین نماتود را به  مذکورشباهت. ]9[  اشاره کردانسان
ها شدن پروبیوتیک کلونیزه براي بررسیمنحصر به فرديمدل 

هاي اپیتلیال روده از سلول. مورد توجه قرار داده است روده در
هاي  قادر به شناسایی باکتري2TLRهاي طریق گیرنده

                                                             
1. Muramyl dipeptide 
2.Toll-like receptors (TLR) 

- ها و سلولاثر متقابل این گیرنده. پروبیوتیک و پاتوژن هستند

ها را القا می کند که هاي اپیتلیال روده تولید برخی سایتوکین
هاي اپیتلیال آسیب دیده و به تأخیر انداختن ي سلولبازساز

 را در آنها به دنبال 3)آپوپتوزیس (مرگ برنامه ریزي شده سلول
از ن توانایی کلونیزه شدن ها با داشتپروبیوتیک. ]20[ دارد

هاي روده جلوگیري کرده و ها به سلولچسبندگی پاتوژن
ها و کاهش وسینیرقادرند به طور همزمان با تولید باکتهمچنین 

pH هاي بیماریزا اي جمعیت باکتريبه طور قابل ملاحظه روده
  . ]21[ را در کلون کاهش دهند

 
Fig 3 Intestine colonization of C. elegans by L. 

plantarum subspecies plantarum PTCC 1896, L. 
rhamnosus GG, and E. coli OP50 (n=3, p<0.05). 

 

   نتیجه گیري - 4
 بر بدن مصرف ها از طرق مختلفی اثرات خود راپروبیوتیک

و میزان اثر بخشی آنها به سازگاري با بدن   اعمال می کنندکننده
ی دستگاه ییامیزبان و اکوسیستم روده و شرایط فیزیکوشیم

مچنیکوف اولین اثر سلامتی بخش  .بستگی داردگوارش 
ها را به صورت افزایش طول عمر در افراد ساکن پروبیوتیک
در این تحقیق اثر سویه از این رو .  مشاهده کردبلغارستان

  پلانتارومزیرگونهپلانتاروم لاکتوباسیلوس پروبیوتیک بومی 
PTCC 1896 شدن آن در بر طول عمر و امکان کلونیزه 

 در مقایسه  الگانس،سینورابدایتیسروده، توسط مدل ارگانیسم 
 به عنوان یک پروبیوتیک GG لاکتوباسیلوس رامنوسوس  با

این سویه پروبیوتیک بومی با دوز . رایج تجاري، بررسی شد
گرم سلول باکتریایی در هر پلیت طول عمر  میلی1/0

در مقایسه با گروه  % 95/36 را به میزان  الگانسسینورابدایتیس
. تغذیه شدند افزایش داد  OP50اشریشیا کلی   ل که بارکنت

همچنین آزمون کلونیزه شدن این سویه نشان داد که از توانایی 
                                                             
3. Programmed cell death (Apoptosis) 
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هاي اپیتلیال در مقایسه با چسبندگی خوبی به سلول
در مجموع .  برخوردار استGG لاکتوباسیلوس رامنوسوس

پلانتاروم لاکتوباسیلوس می توان نتیجه گرفت که سویه بومی
 به عنوان یک سویه PTCC 1896  پلانتارومزیرگونه

طول عمر کلونیزه شدن در روده،  با قابلیت  بومیپروبیوتیک
انجام مطالعات بیشتر با انواع موتانت . میزبان را افزایش می دهد

 به منظور بررسی نوع مکانیسم اثر ، الگانسسینورابدایتیسهاي 
تیک بومی در افزایش طول عمر ضروري به ویاین سویه پروب

ها امکان تولید که با انجام این گونه بررسینظر می رسد 
 با مشارکت این سویه بومی امکان پذیر فراسودمندمحصولات 
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  1پیوست 
Preparation method Media and solutions 

20 g agar, 2.5 g bactopeptone, 3 g NaCl, H2O to 1 L and autoclave. Allow the 
medium to cool to a temperature of 55-60 ˚C before adding 1 mL of 5 mg/mL 
cholesterol, 1 mL of 1M CaCl2, 1 mL of 1M MgSO4 and 25 mL of 1M KPO4 

buffer pH 6.0 (108.3 g KH2PO4 , 35.6 g K2HPO4 , H2O to 1 litre). 
NGM medium 

 
3 g KH2PO4, 6g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1mL 1M MgSO4, H2O to 1 L and 

autoclave. 
 

M9 buffer 
 

5.85 g NaCl, 1 g K2HPO4, 6 g KH2 PO4, H2O to 1 litre and autoclave. 
 

S buffer 
 

10 mL solution: 5.5 mL distilled water, 3 mL sodium hypoclorite, 1.5 mL of 
5N KOH. 

 
Bleach solution 
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model nematode Caenorhabditis elegans in vivo 
 

 
Akbari-Alavijeh, S. 1, Soleimanian-Zad, S. 2,3, Mahmoud Sheikh-Zeinoddin 4 

 
 

1. Ph.D. student, Department of Food Science and Technology, College of Agriculture, Isfahan University of 
Technology, Isfahan, Iran. 

2. Professor, Department of Food Science and Technology, College of Agriculture, Isfahan University of 
Technology, Isfahan, Iran.  

3. Head of Research Institute for Biotechnology and Bioengineering, Isfahan University of Technology, Isfahan, 
Iran. 

4. Associate professor, Department of Food Science and Technology, College of Agriculture, Isfahan University 
of Technology, Isfahan, Iran.  

 
(Received: 2017/09/25 Accepted:2017/11/11) 

 
According to Metchnikoff observations, the first effect of consumption of probiotics in milk-based 
fermented products, was long lifespan which needs the intestinal probiotic colonization. The aim of 
this study was investigation of the effect of Lactobacillus plantarum subspecies plantarum PTCC 
1896 as a local probiotic compared to Escherichia coli OP50 as a standard food source on lifespan and 
their colonization ability in Caenorhabditis elegans intestine in vivo. In this research, lactobacillus 
rhamnosus GG as a commercial probiotic was used as positive control. To determine the optimum 
dosage of used probiotics, the concentrations of 0.01, 0.1, 1 and 10 mg bacterial cell/plate were used. 
Results showed that 0.1 mg bacterial cell/plate of Lactobacillus plantarum subspecies plantarum 
PTCC 1896 increased the lifespan of C. elegans by 36.95%, compared to Escherichia coli OP50. Also 
colonization test of Lactobacillus plantarum subspecies plantarum PTCC 1896 showed a good 
adhesion ability of the bacterial cells to intestinal epithelial cells of the nematode, in comparison to 
lactobacillus rhamnosus GG. So it could be concluded that consumption of Lactobacillus plantarum 
subspecies plantarum PTCC 1896 as a local probiotic with a good intestinal colonization capability 
provides the production features of functional foods containing the probiotic species with the purpose 
of increasing the host’s lifespan. 
 
Keywords: Probiotic, Caenorhabditis elegans, Lifespan, Colonization, Functional foods.  
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