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  چكيده
به عنوان نمونه در ايمني، . ها مورد ارزيابي قرار گرفته است در مطالعات مختلف استفاده از پروبيوتيك :زمينه و هدف

داراي  هاي بنيادي مزانشيمي نسبتاً سلول. هاي روياني تحقيقات زيادي صورت گرفته است سرطان و بررسي تكثير سلول
) LS(وس اسيدوفيلوسلدر اين مطالعه بررسي سوپرناتانت باكتري لاكتوباسي. رشد كمتر و تعداد پاساژ محدودتري هستند

هدف افزايش تكثير آنها جهت درمان  اهاي بنيادي مزانشيمي ب ها بر تكثير سلول ترين پروبيوتيك به عنوان يكي از پرمصرف
  .هاي بنيادي مزانشيمي صورت گرفته است ه از سلولبيماران نيازمند به پيوند با استفاد

هاي استخوان و چربي  هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از مغز استخوان رت را در پاساژ دوم به رده سلول :روش بررسي
كه از قبل جدا شده  MRS brothو محيط كشت  LSها با  سپس سلول. و مزانشيمي بودن آنها تاييد گرديدشدند سوق داده 

  .گرديدندبررسي ، نسبت به استاندارد MTT آزمونها با استفاده از  و تعداد سلول همواجه شد ،ودندب
. دست آمده ها ب سلول و نمودار، تعداد MTT آزمون و با نتايجشده ها در مقادير مختلف رسم  نمودار رشد سلول: ها يافته

  .بودن تغييرات مشخص شد معني دار ،اليز آمارينسپس با آ
استفاده از سوپرناتانت . است MRS broth كشت مضاعف بر تاثير ضعيف محيط LSها حاكي از تاثير  يافته :گيري جهنتي

هاي بنيادي  تواند به عنوان يك روش كاربردي و كم هزينه براي افزايش تكثير سلول باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس مي
  .مزانشيمي جدا شده از مغز استخوان باشد

 سلول بنيادي مزانشيمي، لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس، تكثير سلولي :كليدي هاي واژه
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  مقدمه
 ،هاي پروبيوتيك در انسان ميكرواورگانيسم     

اولين . )1(اثرات مفيد بسياري دارند ،همچون حيوانات
  وانندـت يـه مـت كـوارش اسـگتم ـمزيت آنها در سيس
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حساسيت به لاكتوز را  ،)2(كنترل كننداسهال را 
به حداقل و نيز جذب كلسترول را ) 3(كاهش دهند

هاي  مكانيسمي كه با آن باكتري ).4(برسانند
هنوز در حال بررسي  ،گذارند پروبيوتيك اثر مفيد مي

هاي پروبيوتيك ممكن  باكتري ،عنوان مثاله ب. است
هاي مضر  است با توليد موادي بر ضد ميكرواورگانيسم

با  pHراه ديگر كاهش . آنها را بگيرندجلوي رشد 
. )5(ها است پروبيوتيكي  توليد اسيدلاكتيك به وسيله

ها از راه افزايش توليد  اين باكتري نينهمچ
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كنند  ها، فعاليت دستگاه ايمني را تقويت مي سايتوكاين
براي  هاي بيماريزا ديگر باكتريو يا با رقابت با 

مواد مغذي باعث  دستيابي به فاكتورهاي رشد و ديگر
  .)6(شوند ميكندي رشد آنها 

هاي پروبيوتيك در  ترين باكتري يكي از مهم     
. است Lactobacillus acidophilusدستگاه گوارش 

اند كه اين باكتري تاثيرات  مطالعات مختلف نشان داده
مختلفي بر روي افزايش سلامت و افزايش فاكتورهاي 

 وان درـان و حيـسمني انـسيستم ايي  فعال كننده
تيمار با . )7(دارد in vivoو  in vitro رايطـش

L.acidophilus ها  تواند جمعيت و غلظت ميكروب مي
طور مفيدي تغيير دهد كه اين امر رشد بيش از ه را ب

همچنين . )8(كند را كنترل مي رهاي مض حد باكتري
بر  L.acidophilusمدارك زيادي مبني بر تاثير 

ه ب in vitro و   in vivoم ايمني درهاي سيست سلول
 L.acidophilusاستفاده خوراكي . )8(دست آمده است

و افزايش  ،ها هاي تكثير لنفوسيت باعث القاي ميتوژن
ترشحي از  IgAو  IgMو  IgGمقدار سرمي 

و  Amdekar). 9(شود هاي موكوسي موش مي سلول
ماكروفاژي  خط سلوليبا استفاده از  Reid، و همكاران

RAW264.7  نشان دادند كهL.acidophilus،  توليد
همچنين . كند را تحريك مي TNF-αو  1αاينترلوكين 

،  IL-6  ،IL-10وليد ـافزايش ت ،وشـم  j774.1در 
IL-12  وTNF-α  توسطL.acidophilus  نشان داده

و همكاران حاكي از  Halper ي مطالعه. )10و11(شد
ي لاكتوباسيلوس تاثير استفاده از سوپرناتانت باكتر

و  كموتاكتيكهاي  بر ويژگي) LS(اسيدوفيلوس
نتيجه تحريك تكثير و در ها  سلول آنژيوژنيك

و  in vitro شرايط ها در ماكروفاژها و لنفوسيت
 ،ها و تكثير فيبروبلاست كموتاكسيخاصيت 

 يطـمح ي درـهاي التهاب هاي اندوتليال و سلول سلول
in vivo هاي گوش  در لوب زيرجلديبا تزريق . بود

هاي خوني و افزايش  تكثير رگ ،هاي جوان رت
 Li ،اي ديگر در مطالعه. )12(ها مشاهده شد نوتروفيل
را بر  L.acidophilusتاثير سوپرناتانت  انو همكار

آنها يك جنين . بررسي كردند جنينيهاي  روي سلول
هايي  از موش خط سلولي نوروبلاستوماجوجه و يك 

چنين  و هم ،ها بودند ه تكثير نورونكه در مراحل اولي
اده فگاو براي انجام تحقيقات خود است از جنين

تواند تكثير  مي LS ،بر اساس مشاهدات. )13(كردند
هاي بنيادي  هاي ديگر از جمله سلول سلول

را  Mesenchymal Stem cells)يا  (MSCمزانشيمي
هاي  سلول بنيادي يك جمعيت سلول. افزايش دهد

و تمايز به ) self-renew(وانايي خودسازياوليه با ت
هاي  دو نوع از سلول). 14(چندين رده سلولي است

ن وجود دارد اقوه زا كه در مغز استخوان بالغ چند
يا  HSC(هاي بنيادي خون ساز سلول :شامل

Hematopoietic Stem Cells (هاي بنيادي  و سلول
) Mesenchymal Stem Cellsيا  MSCs(مزانشيمي

ا ـت بـكن اسـيادي ممـاي بنـه لولـس). 15(تـاس
 ،دــونـده شـيـامــز نــيـري نـگـي ديــامـاس
، )Colony-Forming Fibroblastic Cells )16د ـاننـم

Mesenchymal Progenitor cells)17( ،BM Stromal Cells 

هاي بنيادي مزانشيمي به عنوان يك منبع  لسلو). 18(
. )19(شود ني استفاده ميهاي ژن درما بالقوه براي هدف

ازي، بازسازي استخوان س بر احياي خون MSCsتاثير 
و ، )20(هاي استخوان سازي و درمان بيماران با نقص

به خوبي مشخص گشته  )21(مشكلات عضله قلب
با سرعت  MSCsمحققان گزارش كردند كه . است

بيشتري قدرت چندقوه زايي و پتانسيل كلوني زايي و 
 دهند پاساژهاي مكرر از دست مي تكثير خود را در

طوري كه از پاساژ سوم يا چهارم به بعد ه ب). 22(
) بسته به شرايط محيطي(شروع به تمايز به يك رده

كند و امكان پاساژ در حالت چندقوه زايي به مرور  مي
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اين مسئله باعث ايجاد . يابد كاهش چشمگيري مي
ي ها برا محدوديت در كاركردن و آماده سازي سلول

شود و باعث كاهش پاسخ به  ها مي درمان بيماري
  .)23(درمان خواهد شد

هاي بنيادي مزانشيمي  با سلول LS ،در اين مطالعه     
ضعف تكثيري  ،مواجه شد تا با استفاده از اين روش

هاي  لذا سلول. ها تا حدي مرتفع گردد اين سلول
بنيادي كه محدوديت تكثير و پاساژ دادن آنها كمتر 

توان براي پيوند و  ميي بيشتر ظرفيتباشد را با  شده
هاي مختلف به ويژه ترميم استخوان  درمان بيماري
در نهايت، ميزان تاثير محيط كشت  .استفاده نمود

MRS  را با محيط كشتي كه در آن مواد ترشح شده از
  دفـه. باكتري لاكتوباسيلوس وجود دارد، مقايسه شد

هاي بنيادي  ثير سلولاين تحقيق، تعيين افزايش تك 
مزانشيمي تحت تاثير لاكتوباسيلوس بود تا با استفاده 
از آن راهي آسان و كم هزينه براي افزايش ضريب 

  .هاي بنيادي ايجاد شود موفقيت در درمان با سلول
  

  روش بررسي
ري ـاكتـت بـت از كشـوپرناتانـيه سـته     

به  ATCCي  از سويه :لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس
شده محيط كشت استفاده . استفاده شد 4356ي  همارش

با  MRS broth ،براي لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس
05/0 L-cysteine شت ـط كـمحتويات محي. بود

MRS broth   آمده است 1در جدول.  
 

  

  MRS brothتركيبات محيط كشت  :1جدول 
 

  مقدار  نام ماده
  گرم10 ون پروتئازتپپ

  گرم10 گوشتيعصاره
  گرم5 مخمريعصاره

  گرم20 دكستروز
  گرم10 سوربيتن مونواوليت
  گرم2 آمونيوم سيترات

  گرم5 م استاتيسد
  گرم05/0 سولفات منگنز
  گرم2 فسفات سديم
  ميلي ليتر1000 آب ديونيزه

  
     

در شرايط  MRS brothها در محيط كشت  ابتدا باكتري
. ندكشت داده شدساعت  48ميكروائروفيليك به مدت 

 108 حدوداً به ها تعداد باكتري در اين شرايط
x 5/2 

Colony  Forming Unit (CFU) سپس كشت . رسيد
 C4°دقيقه در دماي  15براي مدت  g 10000با دور 

دست آمده از فيلتر ه سوپرناتانت ب. سانتريفيوژ گرديد

µm 2/0 سپس در . نايلوني عبور داده شد°C20-  تا
  .)12(بعدي نگهداري شد هاي آزمايشزمان انجام 

هاي بنيادي مزانشيمي از مغز  جدا كردن سلول     
اي با وزن تقريبي  هفته 6-8ر يك رت ن :استخوان رت

g300  -250 با  پس از كشتن آن. انتخاب شد
هاي تيبيا و فمور و  كلروفورم و جدا كردن استخوان
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هاي عضلاني از آن،  چنين جدا كردن تمامي بافت هم
دو طرف استخوان جدا شد و با سرنگ استريل به 

با  ،)Flushing(ها با فشار مايع خروج سلول روش
هاي مغز استخوان خارج  استفاده از محيط كشت سلول

. عبور داده شد mm 70ها از فيلتر  سپس سلول. گرديد
هاي زنده با استفاده از تريپان بلو  سپس درصد سلول

  .)24(تعيين گرديد
هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از  ولكشت سل     

 106تعداد  :مغز استخوان رت
x 25  سلول در يك

 Dulbecco's Modified Eagle's Mediumپليت به همراه 

آنتي بيوتيك ريخته  1%و  Fetal Bovine Serum %15 و
 CO2  %5با شرايط استاندارد C37°شد و در انكوباتور 

طي اين مدت  بعد از. ساعت قرار داده شد 3به مدت 
با  ،هايي كه به كف پليت نچسبيده بودند سلول

محيط  ،ساعت 8بعد از .  تعويض محيط خارج گرديد
 ،ساعت 72تعويض گرديد و اين عمل به مدت  مجدداً

هايي كه  سلول. تكرار شد يك بار، ساعت 8هر 
 روز يك 3و هر  هشسته شد PBSند با بود چسبيده 

پر شدن  دو هفتهپس از . بار محيط تعويض گرديد
هفته  2پس از . رسيدند 70-80%سلول  به  سطح از
دقيقه به  2شسته و سپس به مدت  PBSها با  سلول
اضافه  mM EDTA 1 در 25%ها تريپسين  لسلو

ها در  سلول ،گرديد و پس از خنثي كردن تريپسين
  ).25(اساژ داده شدندپ cm2  25هاي  فلاسك

رومال مغز هاي است سلول: فلوسايتومتري     
ت با فلاشينگ آزاد شده و موش راستخوان از فمور 

. هاي كشت سلولي قرار داده شدند در فلاسك
هاي  چسبيدند سلول ه سطوح كشت بهايي كه  سلول

با توجه به اينكه ميزان بيان . ندداسترومال بو
درصد ي  نشانه CD105و  CD90 ماركرهاي سطحي

سلولي يت مزانشيمي در اين جمع هاي بنيادي سلول
هايي كه براي بيان اين ماركرها  سلول است، ميزان

استفاده از فلوسايتومتري اندازه  باشند با مثبت مي
  .)26(گيري شدند

توان به  هاي مزانشيمال را مي درصد سلول       
ي رهاـمارك CDيان ـواسطه اندازه گيري ميزان ب

CD90 (FITC Santa Cruz  Biotechnology)  و
CD105 (FITC Santa Cruz Biotechnology)  تعيين

  .كرد
: يـربـخوان و چـاي استـه تمايز به رده     

سلول در پاساژ دوم در  cell/ml50000 داد ـعـت
 FBS  %15با DMEMخانه به همراه  6هاي  پليت

. شدند ها پر هفته، پليت 1پس از حدود . انكوبه گرديد
تعويض  Osteogenic Mediumسپس محيط كشت با 

 µg/ml50   و DMEMامل ـيط شـن محـاي. دش
Ascorbic Acid Phosphate  ،nM  10 Ddexamethasone  

ها در  كشت. بود  mM 10  β-Gelycerol Phosphate و
روز  21به مدت   CO2 %5با  C37°انكوباتور مرطوب 

محيط تجديد يك بار، روز  3گذاشته شد و هر 
 10% رمالينف ها با سلول ،پس از طي اين مدت. گرديد

 سپس با رنگند و دقيقه فيكس شد 10به مدت 
دقيقه در  15به مدت ) alizarin red(آليزارين قرمز

  .)27(نددماي اتاق رنگ آميزي گرديد
  

در پاساژ دوم  cell/ml50000  ،براي تمايز چربي     
 FBS  %15با  DMEMخانه به همراه  6در پليت 
مايزي چربي كه شدن با محيط ت  پس از پر. انكوبه شد

) indomethacin(ايندومتاسينبه همراه  DMEMشامل 
) dexamethasone(و دگزامتازون  µg/ml 50به ميزان 
ها به  كشت. تعويض شد ،است nM 100 به ميزان

قرار گرقتند و هر  CO2%5 و  C37°روز در  21مدت 
ها  در نهايت سلول. بار محيط تجديد شد سه روز يك

دقيقه براي تعيين تمايز  15ه مدت ب oil red O %5 با 
  ).28()1شكل (چربي رنگ آميزي شد
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. روز پس از پاساژ دوم كه در محيط تمايز به چربي قرار داشتند 21كه  ها آديپوسيت هاي تمايز يافته به سلول: 1شكل
گ حاوي چربي ري بزها هاي خارج مركز و واكوئل هاي گرد بزرگ با هسته سلول. رنگ آميزي شد Oil Redها با  سلول

  ).100Xبزرگنمايي (قابل مشاهده است
  

ها  با استفاده از  تكثير سلول:  تكثير سلولي     
 واكنش ميتوكندريايي

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,5-diphenyl  
tetrazulium bromide] (MTT)  

هاي  اساس اين واكنش توانايي سلول. بررسي گرديد
ه ب. زوليوم به  فومارازان استزنده براي تبديل تترا

104طور خلاصه 
x 5 96هاي  سلول در ميكروپليت 

هاي معين محيط كشت و مواد مورد  اي با رقت خانه
لول حروز از كشت م 3پس از . آزمايش ريخته شد

MTT  با محيط كشت آماده شده بود 5:1كه به نسبت، 
 C37°ساعت در   2جايگزين محيط قبلي گرديد و 

پس از خارج كردن محلول داخل  .انكوبه شد
 ،در نهايت. اضافه شد DMSOها، به آنها  چاهك

 nm570 جذب نور با ميكروپليت ريدر در طول موج 
. اندازه گيري شد nm 640و طول موج رفرانس 
ها به وسيله منحني استاندارد  همچنين تعداد سلول

  .)28(محاسبه گرديد
  

  ها فتهيا
. ورد بررسي قرار گرفتندها در پاساژ دوم م سلول     

. هاي تمايز به استخوان و چربي استفاده شد از محيط
  د ـجديـا تـه روز يكبار محيط 3روز كه هر  21پس از 

  
 ي استخوانـزي اختصاصـگرديد، با رنگ آمي

)Alizarin red()27( و چربي)Oil red()28( رنگ ،
عكس  ،آميزي شدند و سپس از آنها زير ميكروسكوپ

هاي  رسوب ،در محيط تمايز به استخوان. شد برداري
ها به  ها حاكي از تمايز سلول استخواني در بين سلول

هاي  خواني است كه اين از ويژگيتهاي اس سلول
در رنگ آميزي با . هاي بنيادي مزانشيمي است سلول

oil red اًثركهاي چربي كه ا ها به سلول تمايز سلول 
. ، مشهود بودهاي چربي را داشتند هاي سلول ويژگي
ي  هاي بنيادي مزانشيمي توانايي تمايز به سه رده سلول

كه در  )29و30(استخوان و چربي و غضروف را دارند
هاي تمايزي كه استفاده شدند، تمايز به هر سه  محيط

بيانگر تاييد اين امر، اين . شدرده جداگانه بررسي 
. هاي بنيادي مزانشيمي است ها به عنوان سلول سلول
ج حاصل از فلوسايتومتري براي تعيين درصد نتاي

هاي استرومال استخراج  هاي مزانشيمال در سلول سلول
با استفاده از دو  Flushingبا روش  ratشده از فمور 

 ،FITCكونژوگه شده با  CD105و  CD90آنتي بادي 
را بيان  CD105ها  سلول% 72و  CD90ها  سلول% 77

  . )2و3اشكال (اند نموده
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فرم سوزني و . در پاساژ دوم نشان داده شده است  MSCsدر اين تصوير -هاي بنيادي مزانشيمي سلول: 2شكل

روز از كشت اوليه اولين پاساژ انجام  21پس از . هاي بنيادي مزانشيمي قابل مشاهده است دوكي شكل سلول
  ).100Xبزرگنمايي (است %80-70مقدار پر شدن سطح در پاساژ دوم . شود مي

  
  

  
روز پس از پاساژ دوم كه در محيط تمايز به  21كه ها  استئوسيتهاي تمايز يافته به  سلول -ها استئوسيت:  3كلش

هاي  ها رسوبات كلسيمي سلول سلولي  هيدر حاش. رنگ آميزي شد Alizarin Redها با  سلول. استخوان قرار داشتند
  ).100Xبزرگنمايي (استخواني قابل مشاهده است

         
     
هاي  دوم با رقت ها در پاساژ همچنين سلول     

 پني ، FBS 15%و  DMEMمختلف در محيط كشت 
به مدت  CO2 5%با  C°37تومايسين در پاسترو سيلين 

 نداي قرار گرفت خانه 96هاي  ساعت در ميكروپليت 72
 يـدريايـوكنـيوم ميتـرازولـتت ونـآزمس ـو سپ

)Mitochondria Tetrazolium Test( ام شدجنا) براي
 در ادامه). بار تكرار 6مرتبه و هر مرتبه  3هر چاهك 

با دستگاه  nm640 و رفرانس  nm 570در طول موج  
  داردـانـي استـحنـمن سـسپ و دـالايزا ريدر قرائت ش

زير  ورتـه صـط آن بـخي  م شد و معادلهـرس 
  .م گرديدـرس

سلول ريخته شد و   10000در هر چاهك تعداد      
و همچنين محيط  LSها در پاساژ دوم با  تيمار سلول

 6شامل ، LSتيمار با . گرديدانجام  MRS brothكشت 
رقت مختلف براي بررسي تاثير لاكتوباسيلوس 

مقادير . به صورت لگاريتمي انتخاب شد ،اسيدوفيلوس
ميكروليتر در  30و  9و  3و  9/0و  3/0و  1/0شامل 
سري و در  6ر كدام ميكروليتر كه براي ه 1000حجم 
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همين موارد با محيط  ،همچنين. بار تكرار شد 3كل 
 آزموننيز انجام شد و براي آنها  MRS brothت كش

MTT  دست آمده براي هر ه و نتايج ب گرديدانجام
دست ه چاهك را در فرمولي كه از نمودار استاندارد ب

تا تعداد سلول در هر چاهك  قرار داده شدآمده بود 
 FBS  %15با  DMEMاز محيط كشت  .يددست آه ب

ها با نرم  سپس داده. به عنوان استاندارد استفاده شد
  :رديدگآناليز شد و نتايج زير حاصل  SPSSافزار 
سوپرناتانت لاكتوباسيلوس و (ها در دو گروه داده     

هاي  كه هر كدام رقت) MRS brothمحيط كشت 
كدام  هر ،همچنين. شدبررسي  شت،تيمار دا مختلف 

ها با محيط كشت  بر مبناي استانداردي كه سلول
 ،اند سلولي و در شرايط استاندارد شمارش شده

ها  در گام بعدي براي هر كدام از رقت. محاسبه گرديد
تكرار و همراه با ميانگين استاندارد و  6ميانگين 

  ).3تا  1نمودار (گرديدميانگين كل محاسبه 
 از. شدند تحليلها  داده، SPSSسپس با استفاده از      
استفاده  ها تحليل دادهبراي  ANOVAتحليل  روش

معني دار  LSشد و مشخص گرديد كه تغييرات براي 
در مورد محيط ، اما است =028/0sigاست و مقدار آن 

ي  ه نتيجهكباشد  مي =58/0sig برابر MRSكشت 
   .معني دار نيست ،تغييرات
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در مقايسه با  LSهاي بنيادي مزانشيمي در مقادير مختلف مواجهه با  تكثير سلول - MSCsبر  LSتاثير : 1نمودار 

 چاهكهاي هر  محور عمودي نيز تعداد سلول. مقدار لگاريتمي تيمار سوپرناتانت باكتري است، fا ت aاستاندارد 
تكثير  LSبا افزايش غلظت  dتا  aاز . يش تكثير وجود داردبيشترين افزا dشود كه در غلظت  مشاهده مي. باشد مي

  .شود كاهش محسوسي ديده مي dدر حالي كه بعد از غلظت  ،يابد افزايش مي
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 هاي بنيادي مزانشيمي در مقادير مختلف مواجهه با محيط تكثير سلول -MSCsبر  MRS brothتاثير : 2نمودار 

محور . است MRS brothمقدار لگاريتمي تيمار با محيط كشت ، f تا aدر مقايسه با استاندارد  MRS brothكشت 
با  dتا  aاز . شود بيشترين افزايش تكثير مشاهده مي dدر غلظت . باشد مي چاهكهاي هر  عمودي نيز تعداد سلول
  .داردها كاهش  تعداد سلول dلظت در حالي كه بعد از غ ،يابد تكثير افزايش مي LSافزايش غلظت 
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هاي  بر تكثير سلول MRS brothو محيط كشت  LSمقايسه تاثير  -MRS brothو  LSمقايسه تاثير :  3نمودار

 MRSهاي روشن محيط كشت  و ستون LSهاي تيره مربوط به  ستون. بنيادي مزانشيمي نشان داده شده است

broth شود كه افزايش تكثير در تيمار با  بطور مشخص ديده مي.  دهد را نشان ميLS  بيشتر از تيمار با محيط
هاي بنيادي مزانشيمي  به عنوان غلظت اوپتيمم براي رشد سلول 1000µl/ 3غلظت . است MRS brothكشت 

با شدت بيشتري  LSكاهش براي  اين. ها كاهش يافته است پس از اين غلظت، در هر دو تيمار، تعداد سلول. است
در  وليشود كه همه مقادير سل ديده مي. هاست همراه است كه به علت ايجاد شرايط اسيدي و سخت براي رشد سلول

  .است LSكمتر از تيمار با  MRS brothتيمار با 
  

   بحث 
با افزايش نتايج اين مطالعه مشخص كرد كه      

پيدا افزايش  ها نيز تعداد سلول، LSغلظت و حجم  
ها در چاهك  سلولتعداد طوري كه ميانگين ه ب. كند مي

با مقدار  كه نسبتاً بودسلول  10986 ،استاندارد
هاي در تيمار. هاي ريخته شده مطابقت دارد سلول
ميكروليتر  3و  9/0، 3/0، 1/0هاي  ها با غلظت سلول
، 11911ها به ترتيب  ، تعداد سلولLSاز ml در 

اين . سلول افزايش داشت 16244 و 14065، 13077
% 3/32و % 8/21، %9/15، %9مقادير، معادل افزايش 

غلظت اپتيمم مربوط به مقدار . چاهك اول بود 4در 
 9 ارـدر تيم .ودـب LSاز  mlر در ـيكروليتـم 3ار ـيمـت

و معادل  15314ها  تعداد سلول ،mlميكروليتر در 
 رـاديـه مقـنسبت ب اگرچه را نشان داد؛افزايش  %2/28

 از طرفي .گرفه بودصورت  يسلول كمتر ،قبل افزايش
سلول در  10420تعداد  ،mlميكروليتر در  30در تيمار 

  % 1/5ادل ـشي معـاهـه كـك تـوجود داشهر چاهك 

  
ها از تعداد  داد سلولـتع ،ارـدار تيمـدر اين مق. داشت

نه تنها افزايش  مشخص شد كه بوداوليه نيز كمتر 
ها رو به مرگ  بلكه سلول ته است،صورت نگرفتكثير 

ي  توان به اسيديته علت اين موضوع را مي .ندرفت
زيرا با افزايش ). 12(نسبت داد MRS brothمحيط 

 pHغالب بر  ،اسيدي محيط كشت pHغلظت تيمار، 
و در  بود هاي بنيادي مزانشيمي اپتيمم براي رشد سلول

تعداد . دشنتيجه رشد آنها كند و تا حدي متوقف 
كه بيشترين تكثير  دادنشان  چهارم چاهكها در  سلول
در  LSهاي بنيادي مزانشيمي براي تيمار با  سلول
 3از  در مقادير كمتربود، اما  1000µl/3 مقدار

كمتر و  ها براي رشد سلول LSتاثير ، mlميكروليتر در 
ها  تعداد سلول ،mlميكروليتر در  3از  در مقادير بيشتر

براي  LSدر مطالعات گذشته كه از . تيافكاهش 
هاي روياني استفاده شده بود نيز افزايش  تكثير سلول

  .)13(شدها مشاهده  تكثير اين سلول
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ه هاي ب تعداد سلول به طور موازيهمچنين      
 MRS brothاز مواجهه با محيط كشت  ت آمدهـدس

 MRS brothمقادير تيمار محيط كشت . شدبررسي 
با افزايش غلظت . انتخاب شد LSار با مساوي با  تيم

ها تا  تعداد سلول، MRS brothو حجم محيط كشت 
طوري كه ميانگين ه ب را نشان داد؛حدي افزايش 

كه  بودسلول  10986ها در چاهك استاندارد  سلول
. داشتهاي ريخته شده مطابقت  با مقدار سلول نسبتاً

 9/0، 3/0، 1/0هاي  با محيط كشت در غلظتدر تيمار 
، 11792ها به  ، تعداد سلولmlميكروليتر در  3و 

سلول رسيد كه اين تعداد  13497و  12913، 12009
 9/14%، 5/8%، 8/6%افزايشي معادل  سلول، به ترتيب

تعداد  ،mlميكروليتر در  9در تيمار  .داشت 6/18%و 
اما  داشت،افزايش  8/16%و معادل  13218ها  سلول

صورت  ييش سلول كمترنسبت به مقادير قبل افزا
ميكروليتر در  30در تيمار با وجود اين، . بودگرفته 

ml ،كه  بودسلول در هر چاهك  9424ها  تعداد سلول
نسبت به تعداد سلول ريخته  2/14%كاهشي معادل 

در اين مقدار  . داد شده در هر چاهك را نشان مي
كه نه  بودها از تعداد اوليه نيز كمتر  تيمار تعداد سلول

داد، بلكه حاكي از آن  را نشان نميتنها افزايش تكثير 
   .رفته استها رو به مرگ  سلول بود كه

  
  نتيجه گيري

در  MRS brothها در تيمار با  مقدار افزايش سلول     
 حـكمتر است كه دليل بر نقش مواد ترش LSمقايسه با 

شده از باكتري لاكتوباسيلوس بر رشد و تكثير 
مقدار  ضمناً. مزانشيمي استهاي بنيادي  سلول

هاي زياد  تيمار،  در مورد  ممانعت از رشد در غلظت
تر است كه يك  محسوس MRS brothمحيط كشت 
تر محيط كشت ـبيشي  تواند اسيديته علت آن مي
MRS broth زيرا با افزايش  ،بدون باكتري باشد
اسيدي محيط كشت باكتريايي غالب  pHغلظت تيمار، 

هاي بنيادي مزانشيمي  راي رشد سلولاپتيمم ب pHبر 
دست ه نتايج ب. شود است و در نتيجه رشد آنها كند مي

بت به محيط ـنس LSتاثير ي  آمده و مقايسه
دهد كه سوپرناتانت  نشان مي  MRS brothكشت

تواند تاثير  باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس مي
 هاي بنيادي مزانشيمي داشته معني داري بر تكثير سلول

تاثير  MRS brothدر حالي كه محيط كشت  ؛باشد
 LSتوان آن را حذف كرد و  رد، لذا مياقابل توجهي ند

هاي بنيادي  را به تنهايي براي افزايش تكثير سلول
توان شرايطي مناسب  با اين روش مي .استفاده كرد

هاي بنيادي مزانشيمي در جهت  براي كشت سلول
  .ترميم بافت و پيوند ايجاد نمود

  
  تشكر و قدرداني

اين مقاله نتيجه طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه      
علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران به 

 13/4/91مورخ  91- 01-31- 1747شماره قرارداد 
باشد كه در آزمايشگاه تحقيقات مركزي دانشكده  مي

پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران به انجام 
تحقيقات له از معاونت محترم بدين وسي. رسيده است
طرح اين هاي  دانشگاه جهت تامين هزينه و فناوري

  .شود تشكر و قدرداني مي
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Abstract 
 
Background and Aim: The use of probiotics has been surveyed in different 
studies. For example, many researches have been conducted on immunity, cancer 
and embryonic cells proliferation. Mesenchymal stem cells (MSCs) have a rather 
slower growth and a more limited number of passages. In this research, the effect 
of supernatant of Lactobacillus acidophilus (LS) as one of the most commonly used 
probiotics on the proliferation of mesenchymal stem cells has been studied with the 
aim of increasing their proliferation for the treatment of patients in need of 
transplantation using mesenchymal stem cells.  
Materials and Methods: The MSCs separated from rats’ bone marrow 
were led to bone and fat levels in the second passage, and their mesenchymal state 
was confirmed. The cells were then treated by the supernatant of Lactobacillus 
acidophilus (LS) and MRS broth medium, which have been separated in advance. 
The number of cells was examined by MTT test equated with the standard.  
Results: A curve was drawn for the cells’ growth in different amounts and the 
number of cells was obtained by converting the results of MTT test to a standard 
curve. For statistical analyses, SPSS and ANOVA were employed. 
Conclusion: The findings show the double effect of LS on the weak effect of 
MRS broth medium. The use of supernatant of Lactobacillus acidophilus (LS) can 
be a practical and economical method for increasing the proliferation of MSCs 
isolated from bone marrow. 
Key words: Mesenchymal Stem Cells, Lactobacillus Acidophilus, Cell 
Proliferation 
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