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 انیآن بر ب حاصل از یخارج یغشا یهاکولیو وز Akkermansia muciniphila ریتأث

microRNA  ی مشتق از مونوسیتانسان کیتیدندر هایسلولبلوغ در دخیل های 
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  چکیده

زبان عملکرد سیستم ایمنی می بر است که میکروبیوتای دستگاه گوارش یکی از اعضای مهم، Akkermansia muciniphila باکتری

 بلوغدخیل در  miR-34a  و miR-21های آن بر بیان OMVو  .muciniphila Aبررسی تاثیر  ،حاضر از مطالعه هدف .نقش دارد

 OMVsو  داده شد کشت نیموس یحاو طیمح کی یروبر A.muciniphila ، باکتریمنظوربرای این  .بوددندرتیک انسانی  هایسلول

با استفاده از محلول فایلکول  (،PBMCs) یطیخون مح یاتک هستههای سلولاستخراج  استخراج شد. وژیفیآن توسط اولتراسانتر

های سلولمونوسیت به  -و فاکتور محرک کلونی گرانولوسیت 4های اینترلوکیندر حضور سایتوکینمونوسیت های سلول .شدانجام 

A. muciniphila (100MOI ،50 MOI) ، OMVs (µg/µl50 ، )تمایز داده شده، با  هایسلول دندریتیک، تمایز داده شدند

دندریتیک بالغ  هایسلول)جهت القای  یاکلیاشرش LPS( و (Tol-DCتولرژنیک ) دندریتیک هایسلولالقای  جهت) دگزامتازون

(mature)) .بیان  در نهایت، تیمار شدندmicroRNA-21  وmicroRNA-34a  بروشreal-time PCR .خصوصیات  اندازه گیری شد

 دگزامتازون، هایگروهنسبت به  LPSدر تیمار  بود. nm 200-20 نیب هانآ نشان داد که سایزاستخراج شده  یها OMVs مورفولوژیکی

A.muciniphila  ،OMV  بیان . وجود داشت بلندتری سیتوپلاسمی زوائدهاmicroRNA-21  در گروهLPS  هایگروهنسبت به 

نیز  microRNA-34a(. به علاوه، بیان P>0.05دار نبود)این کاهش معنی ماداشت. اکاهش  OMVو  A.muciniphila دگزامتازون،

بر  .(P<0.001)کوس کرداین اثر را مع OMVو  A.muciniphila که تیمار با دگزامتازون، داری داشتافزایش معنی LPSدر گروه 

به نظر می .دهندالتهابی و التهابی از خود بروز  توانند عملکرد ضدمی miR-34a و MiR-21 دست آمده از این مطالعه،طبق نتایج به

 .باشندمیپروبیوتیک نسل جدید  عنوانبهبرای معرفی  حاصل از آن گزینه مناسبی OMVs و A.muciniphila رسد

 

غیرکدکننده کوچک  RNA، پروبیوتیک، التهاب، انسانی دندریتیک هایسلول کلیدی: واژگان
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 ذوقی مفرد و همکاران 
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 قدمهم
 وجود دارد. انسان گوارش دستگاههزاران میکروب در 

 جمعی، متابولیکی هایفعالیت طریق از یمیکروبجامعه این 

 روده در موجود هایمیکروب(. 1)هستند تأثیرگذار میزبان بر

باکتری از ایمجموعه ،شوندمی نامیده روده میکروبیوتای که

 و متقابل رابطة عمدتا که هستند هایوکاریوت و هاآرکی ها،

 دستگاه ،روده علاوه بر(. 2)اند کرده برقرار انسان با سودمندی

 هک است هامیکرو ب از پویایی جمعیت حاوی انسان گوارش

ان میز. هستند خطرناک هاآن از برخی و مفید هاآن بیشتر

 از یشب انسان گوارش دستگاه درساکن  هایمیکروارگانیسم

دستگاه  میکروبیوتای(. 4, 3) است شده زده تخمین 1014

سیستم  کردن فعال گوارش، دستگاه سلامت با گوارش

ها، تحریک و توسعه ویتامین و مغذی مواد تولید و ایمنی

در  های متابولیکپردازش مواد غذایی، کنترل بیماریایمنی، 

اکاریدها، با افزایش تولید منوس میکروبیوتا اینارتباط هستند. 

ذایی و ش مواد غپرداز برایافزایش ظرفیت متابولیک میزبان 

ها و نقش در اندامهای سیگنالینگ مختلف دارو، تنظیم مسیر

نقش  همچنین،. (5)ها مرتبط هستندحفاظتی در مقابل پاتوژن

 چاقی، هایی مانندبیماری و انسان سلامت تنظیم در مهمی

 میکروبیوتا .(6)دارد روده التهابی بیماری و سرطان، دیابت

 است شده حتی مشخص و دارد انسان برای زیادی مزایای

روده غیر حتی و ایهای رودهبیماری از بسیاری پیشگیری در

 مختلف و فراوان هایگیرنده به وجود توجه با دارد. نقش ای

 مهمی نقش روده در روده، میکروبیوتای هامیکروب برای

ات . امروزه مطالع(7)کندایفا می سیستم ایمنی تقویت در

در تنظیم  ارشگو ای دستگاهیوتمیکروبحاکی از تاثیر کلیدی 

 وانعنبه ذاتی ایمنی سیستم .(8)باشدعملکرد سیستم ایمنی می

اصلی  زا، نقشبرابر عوامل بیماری عی میزبان دراولین خط دفا

های ایمنی ذاتی گیرندهاجزای اصلی پاسخو  کندمیرا ایفا 

پپتیدهای ضد میکروبی  ( وPRRsهای تشخیص دهنده الگو )

 تولهای شبه ها شامل گیرنده1PRRsکه  دشورا شامل می

)2(TLRs ی شبه نودهاگیرندهو )3(NLRs این (9)باشندمی .

لها، انگویروس ،هاباکتریلیگاند های حاصل از  هاگیرنده

                                                           
1 Pattern-recognition receptors 
2 Toll-like receptors 

دی را تشخیص میهای خوها یا لیگاندهای حاصل از سلول

 الگوهای مولکولی مرتبط با پاتوژن ) دهند. پس از تشخیص
4PAMP ها)، TLR های سیگنالینگ در پایین دست ها آبشار

های پاسخکه در نهایت باعث ایجاد  (10)کنندمیرا فعال 

 هاشوند. این پاسخمی رونویسی و شروع پاسخ ایمنی ذاتی

سازی ماکروفاژها و القاء تولید پپتیدهای ضد میکروبی و فعال

 Tی هاسلولهای یمنی اکتسابی که شامل القاء پاسخهمچنین ا

 . (11)شوندمی را شامل ی دندرتیکهاسلولو بلوغ 

ها را دومین خط دفاعی در برابر پاتوژن ایمنی اکتسابی

 و T هایاین سیستم دفاعی توسط لنفوسیت دهد.تشکیل می

B  های پاسخ .(12)شودهای خاص هدایت میگیرندهاز طریق

یا  DCها )دندرتیک سل ایمنی ذاتی و تطبیقی توسط

Dendritic Cells ی هاسلول .(13)باشندمی( با هم در ارتباط

ژن میی آنتیی پردازش کنندههالدندریتیک مهم ترین سلو

های ایمنی دارند. باشند که نقش مهمی در شروع پاسخ

و  باشندمیی دندرتیک دارای انواع گوناگونی هاسلول

های ایمنی متنوعی را ایجاد میپاسخو  هاسایتوکاین

 . (14)کنند

ی دندرتیک هاسلولشامل  هاسلولدر انسان این 

ها و ی دندرتیک تولید شده از منوسیتهاسلول، میلوئیدی

 .(15)باشندمی ی دندرتیک پلاسماسیتوئیدهاسلول

ده ی عرضه کننهاسلولقدرتمندترین  دنـدریتیک یهاسلول

توانند می هاسلولاین  .باشندمیبکر  Tی هاسلولژن به آنتی

. (16)ی ایمنی شوندهاپاسخسبب ایجاد تحمل ایمنی و یا القاء 

نها و میزان بلوغ آ ،ی دندرتیکهاسلولهای بسته به زیر رده

توانند می هاسلول، این ژنمحیط سایتوکاینی عرضه آنتی

 .(17)ی ایمنی شوندهاپاسخسبب ایجاد تحمل ایمنی یا القا 

در  لیدیحیطی نیز نقش کیک فاکتور م عنوانبهمیکروبیوتا 

ژنتیک، یند اپیاک میزبان دارد. کنترل فرژنتیتنظیم اپی

، تغییرات هیستونی، تغییر وضعیت  DNAونیمربوط به متیلاس

  .(18)باشدمی هاmicroRNA (miRNAs)کروماتینی و 

 ،دخالت دارد هادندرتیک سلدر عملکرد که فاکتور مهم 

3 Nod-like receptors 
4 Pathogen-associated molecular patterns 
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 در دخیل های microRNA بیان بر آن از حاصل خارجی غشای هایوزیکول و Akkermansia muciniphila تأثیر 

 مونوسیت از مشتق انسانی دندریتیک سلول های بلوغ
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miRNAs ها این مولکول. باشندمیRNA  19های کوچک 

نوکلئوتید و غیر کد کننده هستند. اختلال در بیان آنها  23تا 

های های جداگانه هر کدام از سیستمتواند منجر به بیماریمی

. میکروبیوتای دستگاه گوارش با (19)باشندایمنی و اعصاب 

های میزبان در حفظ سد دفاعی و جلوگیری  miRNAsتنظیم 

چنین ی التهابی نامناسب نقش دارند و همهاپاسخاز 

گذارند و ها نیز تاثیر میمیکروبیوتا بروی دندرتیک سل

در . (20)کندمیزا را ایجاد یا تحمل و 1دندرتیک تولروژن

های تنظیم کننده عنوانبهها  miRNAطول دو دهه گذشته، 

ی ایمنی بدن، حفظ هموستاز و عملکرد هاسلولکلیدی تمایز 

یک دهه قبل  .(21)اندهی ایمنی بدن در نظر گرفته شدطبیع

 میکروب یک عنوانبه Akkermansia muciniphilaباکتری 

ای انسان شناسایی شده است که متعلق به شاخه داخل روده

Verrucomicrobia  یکروبی درصد از جامعه م 3-5است و

 .A  باکتری .(22)دهددستگاه گوارش را تشکیل می

muciniphilaهوازیبی متحرک،غیر  منفی، گرم ، باکتری 

های سلامت بخش متعددی است. نقش اسپور فاقد و مطلق

برای مثال  . (23)برای این باکتری شناسایی شده است

با  A. muciniphilaمشخص شده که کاهش فراوانی باکتری 

. (24)افزایش ریسک سندروم متابولیک در ارتباط است

ی التهابی هاسایتوکاینی و شبه انسولینی و کاهش اثرضد دیابت

 .Aبه باکتری  نسبت داده شدهاز دیگر اثرات مفید 

muciniphila انگر این است که . مطالعات اخیر بی(25)است

در های مورد استفاده برای این باکتری یکی از استراتژی

 2(OMV) های غشاء خارجیتعامل با میزبان تولید وزیکول

ی گرم منفی است و هاباکتریاز غشا خارجی  OMVاست. 

است در  هاباکتریدر واقع هر آن چیزی که در غشا خارجی 

 هااندازه این وزیکول .(26)شودمیها هم یافت این وزیکول

nm 250-20 .در نتیجه ساختار نانویی دارند و برای  است

برای  OMVنفوذ به نقاط دورتر را دارند.  قدرتهمین 

با  اهباکتریتعامل  ،تغذیه، بقا هایی از جملهنقش هاباکتری

 .(28, 27)موثر دارندنقش در پاتوژنز و سیگنالینگ نیزهم و 

برند. های ترشحی جدید از آنها نام میسیستم عنوانبهامروزه 

                                                           
1 Tolerogen 

های آزاد شده از غشاء باکتری، غالبا شامل این وزیکول

های چسبنده و ، پپتیدها، مولکول LPSترکیباتی مانند 

 .ندباشمیو حتی اسیدنوکلئیک  زاحدتها و عوامل توکسین

ژنوم اپی این موضوع امکان نقش تنظیمی این نانوذرات را در

 .Aتوجه به اهمیت باکتری . با (30, 29)کندمی میزبان بیان

muciniphila از میکروبیوتای دستگاه  موثریعضو  عنوانبه

های حاصل از آن در تنظیم عملکرد میزبان  OMVگوارش و 

در ها سل دندرتیک کلیدیاز جمله سیستم ایمنی و نقش 

تنظیم پاسخ التهابی و ضد التهابی، هدف از این مطالعه بررسی 

-miRهای حاصل از آن بر بیان  OMVتاثیر باکتری مذکور و 

ر ددخیل در مسیرهای التهابی و ضد التهابی  miR-34a و 21

 Humanی هاسلولبالغ جدا شده از  دندرتیکی هاسلول

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)  انسانی

 است.

 هامواد و روش

 A. muciniphilaسازی آماده

 Akkermansia (ATCC BAA-835)سویه باکتری 

muciniphila MucT  از موسسهDSMZ  مجموعه(

 نی. اخریداری شد (انآلم یها و کشت سلولسمیکروارگانیم

 %85)ی هوازیب طیدر شرا نیموس حاوی یطیدر مح یباکتر

N2, 10% CO2, 5% H2) یدر دما °C 37  روز 3-7به مدت 

 brain heartدر محیط  یپس از رشد، باکتر کشت داده شد.

infusion ( براثQuelabحاو )نیموس %0,5 ی، کانادا 

(Sigma-Aldrichبا تکان دادن ملا )می (rpm 150 تحت )

 ،OD600که  یشد تا زمان انکوبه h 48 فوق به مدت طیشرا

 پلت های سوپرناتانت از یجداساز یبرابه دست آمد.  1

 min به مدت g 11000 با دور ییایباکتر هایسلول ،ییایباکتر

افر ب نیشدند و دو بار با سال سانتریفیوژ C 4° یدر دما 20

 یمانده برا یباق ییرو عیما ( شسته شدند.PBSفسفات )

 Outer membraneوزیکول های غشای خارجی )استخراج 

vesicles )ونیاستفاده شد. سوسپانس A. muciniphila 

 یولکشت سل یقرار داده شد و سپس برا خی یبلافاصله رو

  استفاده شد.

2 Outer Membrane Vesicles 
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 (OMVsاستخراج وزیکول های غشای خارجی )

OMV ه استداده شد حیها همانطور که قبلا توض 

نه اشب کیشدند. به طور خلاصه، پس از کشت  استخراج

 min 20 به مدت g 6000 و با دور C 4° یدر دما طی، محروز

ستخراج برای ا وژیفیاولتراسانترس از سپشد.  وژیفیسانتر

OMVs  در دورهای سوپرناتانت g 130000 به مدت h 2 

در مرحله بعدی، سوپرناتانت خارج شد و پلت . فاده شداست

و  ( شسته شدندPBSدو بار با محلول بافر فسفات ) باکتریایی

به  g 130000 در دور وژیفیاولتراسانترمجددا با استفاده از 

ی ها در دما OMV ت،یدر نها سانتریفیوژ شدند. h 2 مدت

°C 20- روش با استفاده از نانو دراپ و  .شدند رهیذخSDS-

PAGE ی پروتئینی ایل باندهابه ترتیب غلظت پروتئینی و پروف

بررسی سایز و  برای. به علاوه، بررسی شدها این وزیکول

  TEMمیکروسکوپ الکترونی  ها ازفولوژی این وزیکولرمو

رآلدهید ها با گلوتااستفاده شد که پس از فیکس کردن نمونه

 انجام شد.  %2و پارافرمالدهید  2,5%

 PBMCجداسازی 

 یطیخون مح یاتک هستههای سلولاستخراج  یبرا

(PBMCs ،)بالغ سالم از سازمان انتقال  داوطلب 3 بافی کوت

س پگیری نمونه. شد تهیه( رانی( )تهران، اIBTO) رانیخون ا

اخلاق  هتیشده توسط کم دییآگاهانه تا تیفرم رضا یاز امضا

 cc به PBMC یهاسلول یجهت جداساز شد. انجامافراد از 

، برای سپس. اضافه شد lµ 2 EDTA مقدار یطیخون مح 5

 فالکون. سپس در داضافه ش PBS از ml 5 سازی خونرقیق

ml 15 مقدار ml 5 قشد و خون رقی ختهیر ز محلول فایکولا 

 به دیواره لوله فالکون حاوی فایکول اضافه شد شده کم کم

تا خون در قسمت رویی محیط فایکول قرار بگیرد. پس از آن 

و  g 400 با سرعت C 25°لوله فالکون حاوی خون در دمای 

 4سانتریفیوژ شد. پس از سانتریفیوژ در لوله  min 30 به مدت

های قرمز، گلبولین به بالا شامل فاز تشکیل شد که از پای

ها و هسته های چندشکل مانند نوتروفیل یی باهاسلول

، برای . سپسباشدمیو سرم  PBMCی هاسلولها، ائوزینوفیل

صورت یک لایه سفید که به PBMCی هاسلولبرداشتن 

 د.شخارج با احتیاط از محیط رویی  سرم را ،باشدرنگ می

لایه سفید رنگ را به همراه کمی سرم کشیده  ،ین ترتیباهب

 ,RPMI (Gibcoاز محیط  ml 5 به همراه ml 10 و به فالکون

USA)فالکون را در دمای ،انتقال دادیم. سپس °C 4 با سرعت 

g 400 به مدت min 10 یفیوژ انترسانتریفیوژ کرده و پس از س

ی هاسلولدهد. فاز زیرین شامل محلول دو فاز تشکیل می

PBMC فید رنگ است که به صورت یک لایه رسوب س

و  هاسلولاند و فاز رویی حاوی انتهای لوله ته نشین شده

که لایه رویی را خارج کرده و  باشدمیفایکول اضافی 

تعداد و . شدحل  RPMIاز محیط  ml 5 رسوب سلولی را در

هب یطیخون مح یتک هسته ا یهاسلولزنده بودن  زانیم

 . ندشد نییبلو تع پانیاز رنگ تر هاستفاددست آمده با 

ق از مشت دندریتیکی هاسلول کیو تحر دیتول

 یانسان تیمونوس

 یهاسلولی دندریتیک مورد نظر، هاسلولتولید  برای

PBMC ی هاسلول. استفاده شدندPBMC به تعداد mlcell/ 
طیدر مح T25در هر فلاسک کشت  ml 5 و به مقدار 6×610

، (U/mL  1000) نیلیس یپن یحاو RPM1-1640کشت 

در  h 2 به مدت FBS (10 %)( و g/mL 100) نیسیاسترپتوما

 ( انکوبه%90( و رطوبت )5%) CO2و C 37° یدما طیشرا

ک یی که به فلاسهاسلولعد از اتمام زمان انکوباسیون ب .شد

شت توسط محیط ک آرامنچسبیده بودند با دو بار شستشوی 

RPMI  .در مورد جدا شده و دور ریخته شدندPBMC به ،

ها تشکیل میتچسبنده که اکثریت آنها را منوسی هایسلول

)  GM-CSF یعلاوههبکشت جدید محیط ml 4  دادند،

IU/mL1000)  و IL-4(IU/ml 400)  5 شد و به مدتاضافه 

ها از فلاسک، پنجمهر روز تا پایان روز . روز کشت داده شد

در روز  .شدبرداری عکس معکوسوپ میکروسکدر زیر 

 GM-CSFمجددا مقادر مشابهی از و چهارم  سوم

(IU/mL1000)  و IL-4(IU/ml 400 به فلاسک ها افزوده )

دندرتیک با  هایسلولبه  PBMC هایسلول تمایز شد.

روز،  5س از پ .بررسی شد استفاده از تکنیک فلوسایتومتری

 12 هایپلیتدر های دندریتیک مشتق از مونوسیت، سلول

( کشت داده µl 1000 در حجم cell/ml 108  ×8 )کی چاه
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 ، A. muciniphila (100MOI ،50 MOI)با شدند و 

OMVs (µg/µl50دگزامتازون ، ) (هایسلولالقای  جهت 

 یاکلیاشرش LPS( و (Tol-DCتولرژنیک ) دندریتیک

به مدت  ((matureدندریتیک بالغ ) هایسلول)جهت القای 

 ساعت تیمار شدند. 6

 کل RNAاستخراج 

ی کشت داده شده، هاسلولاز  RNAاستخراج  برای

کیت شرکت آناسل )ایران. تهران(استفاده شد. به طور 

بافر لیزات افزوده شد. پس  lµ 800 خلاصه، به رسوب سلولی

ورتکس  s 15 شد و کلوروفرم اضافه lµ 300 رتکس،از و

ای در دمای اتاق، در دقیقه 5. پس از انکوباسیون شدانجام 

سانتریفیوژ  min 5 نیز به مدت rpm 12000 دوربا  C 4° دمای

و  دششد. محلول رویی حاصل به میکروتیوب جدید منتقل 

lµ 300 محلول رسوب اضافه شد و به مدت s 60  ورتکس

مخصوص های . محتویات میکروتیوب به ستونشدانجام 

اضافه  Aبافر شست وشوی  lµ 700 ،انتقال داده شد. سپس

 s 90 به مدت rpm 12000 و در دمای اتاق با دور شد

ر زیرستون، مجددا باف کردنسانتریفیوژ شد. پس از خالی 

با همان دور سانتریفیوژ شد.  s 30 به مدت Bشست و شوی 

 min 3ها به مدت ، ستونبافر رهاسازی lµ 40پس از افزودن 

در دمای  min 2 . سپس به مدتندقرار گرفت C 65° مایددر 

بررسی  برایشدند. سانتریفیوز  rpm 12000 اتاق با دور

 و برای های استخراج شده از دستگاه نانودراپ RNAکیفیت 

 استفاده شد. نیز از الکتروفورز integrity RNAبررسی 

 اختصاصی cDNAسنتز 

اختصاصی از کیت شرکت اناسل  cDNAسنتز  برای

)ایران. تهران( استفاده شد. به طور خلاصه، به ازای هرنمونه 

 یوبشد و در هر میکروت استفادهمورد بررسی دو میکروتیوب 

gµ 1  ازRNA ه ریخته شد. به یکی از تخلیص شد

 pmol 1 RT-stem loop از پرایمر lµ 1,5 هامیکروتیوب

miRNA (microRNA-21  وmicroRNA-34) و به دیگری 

lµ 1,5 از پرایمر pmol 1 RT-stem loop house keeping 

(U6)  .با استفاده از آب ها محتوای میکروتیوپاضافه شد

 minبه مدت  ،رسانده شد. سپس lµ 14,5 استریل به حجم

 lµ 4 5x RT ،قرار داده شدند. سپس C 70° در دمای 50

reaction buffer ،lµ 1 dNTP، lµ 0,5  آنزیمRT  افزوده، و

ها در دستگاه رسانده شد و میکروتیوب lµ 20به حجم 

 minو  C 70° و C 37، min 60°ترموسایکر قرار داده شد )

5.) U6 عنوانبه housekeeping gene شد استفاده. 

 یمعکوس کم یسیرونو مرازیپل یارهیواکنش زنج

(RT-qPCR) 

QRT-PCR با حجم دوپلیکیتصورت به µl 20  با

 Q-Master Mix SYBR Green I (2X)استفاده از 

(Ampliqon و )در دستگاه ، دانمارکLightCycler® 96 

SW .1.1 .برای  طور خلاصهبه انجام شدmicroRNA ها 

 µl 1 cDNA ،µl 10 Q-Master واکنش به صورت  حجم

Mix SYBR Green I (2X) ، µl 1 microRNA-specific 

forward primer (10µM)، µl 1 microRNA-specific 

Reverse primer  ، وµl 7 و  باشدآب دیونایز استریل می

طور جداگانه به همین صورت به نیز حجم واکنش U6برای 

شرایط دمایی واکنش با پرایمرهای مختص آن انجام شد. 

Real-time PCR :1 ،سیکل min 15  در°C 95 ،35-40 

-C 55° در دمای s 60 و C 95° درد مای s 15-30 سیکل،

 بود.  C 55-95° ماید ی ذوب درنسیکل انالیز منح 1،  60

 آزمون آماری

نشان  رمعیا انحراف ±صورت میانگین نتایج بیان ژن به

برای مقایسه  One-way ANOVAداده شده است. از آزمون 

همه محاسبات آماری به  استفاده شد. هاگروهاختلاف بین 

سطح معناداری . انجام شد 21نسخه  SPSS افزارکمک نرم

 شد. درنظرگرفته p <0.05نتایج 

 نتایج
 A. muciniphilaجدا شده از  OMVs اتیخصوص

 یها OMVs مورفولوژیکی بررسی خصوصیات یبرا

نتایج حاصل نشان داد استفاده شد.  TEMاز استخراج شده 

 .باشدمی 200تا  nm 20 نیب هاآن که سایز

 SDS-PAGEبررسی 
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 SDS-PAGE تستبا استفاده از  ینیپروتئ یالگوها

 mg/ml 2,1 نیپروتئ ینشان داد که محتوا هاافتهیشد.  یابیارز

 KD 25-180 در محدوده OMVs ینیپروتئ یبود. باندها

 بودند.

ی دندریتیک مشتق از هاسلولمورفولوژی 

ها بر  OMV وA. Muciniphila مونوسیت و اثر تیمار

 آن

های دندریتیک با مورفولوژی سلول ارزیابی

های با بزرگنمایی( Invert) میکروسکوپ فاز معکوس

سلولروزانه روند رشد و تمایز بررسی  .مختلف انجام شد

اد های دندریتیک ایجکه سلول کردمشخص دندریتیک  های

 ریو بزرگت سیتوپلاسمی بلندتر زوائد LPSشده، در تیمار 

ها  A. muciniphila ،OMVدگزامتازون،  هاینسبت به گروه

 یپس از عفونها، برداری از سلولعکس(. 1)شکل داشت

 انجام 20تا  h 18ی طی به صورت شبانه روز هاسلولکردن 

 .شد

 

 

 

 OMV ی دندریتیک مشتق از مونوسیت تحت تیمار باهاسلولمورفولوژی  الف( 1شکل.

 

 
  MOI 100 در دوز A. muciniphila ی دندریتیک مشتق از مونوسیت تحت تیمار باهاسلولمورفولوژی  ب( 1شکل.
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 MOI 50 در دوز A. muciniphila ی دندریتیک مشتق از مونوسیت تحت تیمار باهاسلولمورفولوژی  پ( 1شکل.

 
 دگزامتازونی دندریتیک مشتق از مونوسیت تحت تیمار با هاسلولمورفولوژی  ت( 1شکل.

 
 LPSی دندریتیک مشتق از مونوسیت تحت تیمار با هاسلولمورفولوژی  ث( 1شکل.
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A)  

B)  

ی هاسلول. qRT-PCRبا استفاده از  B) microRNA-21 و A) microRNA-34a ژن انیب برآن  OMVsو  A. muciniphila . بررسی اثر2شکل

 k )LPS( دگزامتازون و a )PBS ،c) A. muciniphila (50 MOI ،)e )muciniphila A. (100MOI ،)g )OMVs  ،iدندریتیک تیمار شده با 

 ههندنشان د  ***اند. هستند که در سه تکرار انجام شده مستقل یکیولوژیب شی( از سه آزماSEM ± نیانگیها )مداده. هستند

.باشدمی p<0.001ی دارمعنی

-microRNAها بر بیان  OMVو  A. muciniphilaاثر 

34a  وmicroRNA-21 

های استخراج  OMVو  A. muciniphilaبرای بررسی 

 real-time PCR، از تکنیک microRNAشده بر بیان این دو 

 microRNA-21استفاده شد. نتایج حاصل نشان داد که بیان 

 .Aهای دگزامتازون، نسبت به گروه LPSدر گروه 

muciniphila  وOMV  که این کاهش کاهش داشت. اما

که بیان  شد(. به علاوه، مشاهده P>0.05)دار نبود معنی

microRNA-34a  نیز در گروهLPS  ی دارمعنیافزایش

و  A. muciniphilaداشته است که تیمار با دگزامتازون، 

OMV  این اثر را معکوس کرده بود(P<0.001).  ،همچنین

 .Aدر گروه تیمار با  microRNAسطح بیان این 

muciniphila  50در دوز MOI  100نیز نسبت به دوز MOI 

 (. 2)شکل  بیشتری از خود نشان داد کاهش

 گیریو نتیجه بحث

 متابولیسم در انسان روده یهامیکروب تاثیر و عملکرد

 تعادل بر ایرودههای اند. میکروبشدهارزیابی  فیزیولوژی و

 نقش انسان سلامتی و حفظ حیاتی ایهواکنش حفظ و

 این است که هاباکتری از مملو انسان روده .(31)دارند

قرار می تاثیر تحت را انسان سلامت هاباکتری از مجموعه

 که مفید است و غالب باکتری یک A. muciniphilaدهند. 

تمامی افراد در سنین نوزادی تا پیری  ایروده سیستم در

 مزاحم عوامل برابر در حفاظتی نقشدارد. این باکتری  وجود

سلامت بدن انسان  بر مطلوبی تاثیرات بنابراینو  دارد خارجی

ای در مطالعه (2017)و همکاران  Ottman. (32)گذاردمی

از  یاگسترده فیط تواندمی A. muciniphila دادندنشان 

. القا کند in vitroدر  را یمنیا ستمیکننده سلیتعد یهاپاسخ

 یباکتر یلیپ هیشب ییخارج غشا نی، پروتئطبق مطالعات آنها
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 A. muciniphila MucTبه نام  ،1لایفینیموس ایآکرومانس

 شیزاو اف یمنیا میدر تنظ طور مستقیمبهکه شناسایی شد

د که ندا نشان همچنین، .نقش دارد یالیتلیمقاومت ترانس اپ

 Amuc_1100 نیپروتئ ژهیوهو ب یغشاء خارج سلول بیترک

 کوس روده ودر سطح مو زبانیم یکیمونولوژیدر هموستاز ا

 ایمطالعه در. (33)باشدمی ریدرگ یابهبود عملکرد سد روده

 و چاق هایموش روی بر (2013) همکارانو  Everard که

 .Aنقش  مطالعه ضمن دادند انجام 2 نوع دیابت به مبتلا

muciniphila و فیزیولوژیک نقش و ایروده در روده، سد 

 فراوانی که رسیدند نتیجه به این باکتری، این هموستاتیک

 کاهش دیابتی و چاق هایموش در A. muciniphilaباکتری 

و همکارانش  Zhaiکه توسط  یادر مطالعه .(34)یابدمی

و  یموش هیسو یضد التهاب یهایژگیانجام شد و (2019)

در  A. muciniphila یباکتر ATCC (BAA-835) هیسو

 میدتوسط س القاییمزمن  تیکول یو مدل التهاب یمدل سلول

طالعه م نیا جینتاو  بررسی شد، سولفات دکستران در موش

 یارمیب یبر رو یاثرات سودمند یباکتر نینشان داد که ا

نشان  (2011) و همکاران Tian Png. (35)دارد یروده التهاب

بیماری در افراد مبتلا به  A. muciniphila یدادند که فراوان

 نشان مطالعات، همچنین .(36)ابدییکاهش م التهابی روده

های لایه در A. muciniphilaباکتری  حضور دادند که

 بازسازی کنترل در مهم بسیار مکانیسم یک موکوسی

 سد عملکرد بهبود سبب که است میزبان موکوسیی هاسلول

 .Aمطالعات اخیر باکتری  راستادر این . (37)شودمی ایهرود

muciniphila  یکی از شاخص عنوانبهدستگاه گوارش را

 یهاسلول تازگی به. (38)های سلامت معرفی کرده است

از کاربردهای بالقوه در  وسیعی به دلیل مجموعه دندریتیک

قین ، نظر محقهاآنی ایمنی و یا کنترل هاپاسخزمینه تقویت 

. تولید و القای بلوغ در این (39)جلب کرده استرا به خود 

مدر شرایط آزمایشگاهی، امکان درک بیشترمکانیس هاسلول

های حاکم بر سیستم ایمنی در شرایط داخل بدن را نیز فراهم 

ی هاسلولدست آوردن ترین روش برای بهرایج .کندمی

های خون محیطی ک در انسان، تولید آن از مونوسیتدندرتی

                                                           
1 Akkermansia muciniphila 

 کیو تحر دیتول حاضردر مطالعه دلیل به همین . (40)است

اضافه  ی توسطانسان تیمشتق از مونوس کیتیدندر یهاسلول

ی هاسلولکشت حاوی به محیطIL-4 و  GM-CSFن دکر

ی هاسلولو در شرایط آزمایشگاهی  انجام شدمونوسیت 

خصوصیات  حاضردر مطالعه  .دندرتیک سل تولید شدند

 های مختلفاز تیمار با گروه پس هاسلولمورفولوژیک 

های با بزرگنمایی( Invert) میکروسکوپ فاز معکوس توسط

 هایسلولبه  PBMC هایسلولتمایز  .بررسی شدمختلف 

 شد. یک فلوسایتومتری تاییداستفاده از تکن دندرتیک با

دندریتیک  هایسلولبررسی روزانه روند رشد و تمایز 

ی دندریتیک ایجاد شده در تیمار هاسلولکه  کردمشخص 

LPS های سیتوپلاسمی بلندتری نسبت به گروه زوائد

 گروه در .ها داشت OMVو  A. muciniphilaدگزامتازون، 

LPS  می زواند سیتوپلاس ،ی دندریتیکهاسلولبه علت بلوغ

و  A. muciniphilaدگزامتازون، بزرگتری نسبت به گروه 

OMV  .بخشی از تحقیقات در مورد  عنوانبهها مشاهده شد

ها در تعدیل کلونیزاسیون میکروبی و ایمنی  miRNA نقش

 آن OMVsو  A.muciniphilaت روده، در این مطالعه ما اثرا

های مختلف در گروه miR-34a و miR-21 را، بر روی بیان

 یهاسلولاز انواع  یاریها در بس miRNAبررسی شد.  تیمار

در  نیشدند و همچن یم انیبه صورت متفاوت ب یمنیا

 ییزامج یانیب لیفعال پروفا ریغ ایفعال  یمنیا یهاسلول

ها در  miRNA انیدر هنگام التهاب سطح ب .(41, 17)دارند

. (42)کندمیدندرتیک سل به صورت کاهش یا افزایش تغییر 

 miR-21، (2009) و همکاران Hashimiای هیافتهبر اساس 

ها در از مونوسیت هادندرتیک سل برای تمایز  miR-34a و

-MiR .(43)های کشت آزمایشگاهی مورد نیاز هستندسیستم

در  .ندکمییک تنظیم کننده منفی التهاب عمل  عنوانبه 21

و  IL-6منجر به ترشح کم  miRNA نیبالا رفتن ا حقیقت

 تقویت آن را یو اثر ضد التهاب شودمی IL-10 دیتول شیافزا

-miR فقدانمشاهد شد که  ی. در مطالعه دیگر(44)کندمی

های التهابی توسط ماکروفاژها با افزایش تولید سیتوکین 21

نتایج حاصل  حاضردر مطالعه . (45)در بافت قلب همراه است
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های نسبت به گروه LPSدر گروه  miR -21نشان داد که بیان 

بر کاهش یافته بود.  OMV و A. muciniphila، دگزامتازون

از  ضد التهابی  عملکرد miR-21، مطالعه حاضراساس نتایج 

در سرطان شناخته شده  miR-34aعملکرد  خود نشان داد.

های اخیر نقش آن در ایمنی ذاتی آشکار اما در سالاست، 

 تنظیم کننده کلسینورین یک miR-34a .شده است

RCAN1 دهد که تنظیم کننده مهم را هدف قرار می

( 2010)همکاران و  Roggli .(45)ی التهابی استهاپاسخ

 LPS،Interleukin 1 Betaتوسط  miR-34aنشان دادند که 

(IL-1β)  و Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α)   در

بتا پانکراس القا شد و مشاهده کردند که رده  هایسلول

 با یک miR-34a سلولی بتا پانکراس با مسدود کردن

از مرگ سلولی ناشی از تولید  miRNA الیگونوکلئوتید ضد

. (46)زنده ماندند هاسلولسیتوکین التهابی محافظت شد و 

MiR-34a شودمیها التهابی بیان ، در دندرتیک سلهمچنین. 

فعال  TLR ها توسط لیگاندهایدندرتیک سل  پس از اینکه

 شرایط به سرعت کاهش می یابد. این   miR-34a،شوندمی

 به دادن پایان و هاسل دندرتیک شدن فعال در اختلال باعث

 روی بر شده انجام مطالعات .(47)شودمی التهابی پاسخ

 در miR-34a که داد نشان روماتوئید آرتریت به مبتلا بیماران

 در التهاب موجب که است یافته افزایش هاسل دندرتیک

مشاهده شد که بیان در این مطالعه  .(47)است شده بیماران

miR-34a  نیز در گروهLPS  ی داشته است دارمعنیافزایش

مار با و تی منطبق بودمطالعات قبلی  با داده های حاصل از که

این اثر را معکوس  OMVو  A. muciniphilaدگزامتازون، 

در گروه تیمار با  miR-34aهمچنین، سطح بیان  .کرده بود

A.muciniphila  50در دوز MOI  100نیز نسبت به دوزMOI 

آمده  تدسبهاساس نتایج بر بیشتری از خود نشان داد. کاهش 

  miR-34a توان نتیجه گرفت که، میدر مطالعه حاضر

مطالعه ین ادر نهایت نتایج د. تواند اثرات التهابی داشته باشیم

 OMVs و A.muciniphilaاین موضوع است که  بیانگر

اشته دتوانند اثرات محافظتی و ضد التهابی حاصل از آن می

د نسل جدی عنوانبهمناسبی برای معرفی و گزینه  باشند

های التهابی و در مهار پاسخ ینوین شرو وها پروبیوتیک

 باشد.ای دار تغذیهمداخلات هدف
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Abstract  
Akkermansia muciniphila, an important member of the gastrointestinal microbiota, is involved in the 

functioning of the host immune system. We aimed to investigate the effect of A. muciniphila and its OMVs 

on the expression of microRNA-21 and microRNA-34a involved in the maturation of human dendritic 

cells. A. muciniphila was cultured on a mucin-containing medium and its OMVs were extracted by 

ultracentrifugation. Extraction of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) was performed 

using Ficoll’s density gradient centrifugation method. Monocytes were differentiated into dendritic cells 

in the presence of interleukin-4 cytokines and granulocyte-monocyte colony-stimulating factor. Then, A. 

muciniphila at MOI 50 and 100, OMVs at a dose of 50 µg/µl, dexamethasone (to induce tolerogenic 

dendritic cells), and the LPS (to induce mature dendritic cells) were incubated. Finally, the expression of 

microRNA-21 and microRNA-34a was measured by real-time PCR. The morphological characteristics of 

the extracted OMVs showed that their size was between 20-200 nm. In LPS treatment, there were longer 

cytoplasmic growths than OMVs of dexamethasone and A. muciniphila groups. MicroRNA-21 expression 

was decreased in the LPS group compared to dexamethasone, A. muciniphila, and OMV groups, although 

this decrease was not significant (P> 0.05). In addition, microRNA-34a expression was significantly 

increased in the LPS group, which was reversed by treatment with dexamethasone, A. muciniphila, and 

OMV (P <0.001). MicroRNA-21 and microRNA-34a can exhibit anti-inflammatory and pro-inflammatory 

functions. A. muciniphila and its OMVs appear to be a viable option for introduction as a new generation 

probiotic. 
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