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أثيره وت Lactobacillus acidophilusالمنتج من  الخام البكتريوسيناستخلاص 
 في عممية التحول الممفاوي 

 

                                                                                                                                         

    

 / ازىار جاسم محسن   / مدرس مساعد  عاليو عيسى بشبوش        مدرس مساعد  /محسن سيام جاسم 
 مدرس مساعد

  –كمية الصيدلو       جامعة الكوفو    - كمية الطب جامعة الكوفو            -كمية التربيو لمبنات 
              جامعة الكوفو 

          
 الخلاصة 

, حضرت  Lactobacillus acidophilusبكـتريا المنتج من عزلو محميو لالبكتريوسين الخام  استخمص 
اجري اختبار تأثير  ، مكغم / مل ( 1000,500,250,100,50تراكيز مختمفو من البكتريوسين الخام شممت )

من الدم المحيطي للانسان ,  المعزولة الممفاويةالخام عمى عيوشية الخلايا  نالبكتريوسيىذه التراكيز من 
, اختيرت التراكيز  المناعيةث لم يلاحظ أي تأثير سام لمبكتريوسين الخام المستخدم عمى ىذه الخلايا حي
ممفاوي حيث كان لمكغم / مل ( لمعرفة تأثير البكتريوسين الخام عمى عممية التحول ا 1000,500,250)

 سام والتكاثر . لجميع التراكيز المستخدمو دورا ميما في تحفيز الخلايا الممفاويو عمى الانق
 

  -المقدمو :
عصيات موجبو لصبغة غرام غير مكونو لمسبورات وىي متجانسة التخمر   L. acidophilusتعد بكتريا 

ذات نيايات مستديره تتواجد بشكل مفرد او مزدوج  Obligate  Homofermentative           مجبره 
يضميو للانسان والحيوان وتعد من الفمورا او بشكل سلاسل قصيره , عزلت سلالاتيا من القناة ال

لوحظ التأثير المثبط لبكتريا (.Jawetz etal,1995)التي تعيش في الفم والميبل  normal floraالطبيعيو
L. acidophilus    عمى البكتريا المرضيو من قبلPolonkaya  بعدىا اجريت ابحاث اخرى  1952عام ,

مى الممرضات المعويو والاحياء المجيريو اللاىوائيو المسببو لمتمف عمى التأثير المضاد ليذه البكتريا ع
 Staphylococcus aureus (Fernandes et al.,1987و  Listeria monocytogenesالغذائي مثل 

, ان الفعاليو المايكروبيو ليذه البكتريا متأتيو من انتاجيا لحامض المبنيك وبيروكسيد الييدروجين والمواد  (
مضاده لحياء المجيريو وىي مركبات بروتينيو   Bacteriocinsالمعروفو بالمبيدات الجرثوميو المضاده 
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Antimicrobial   انواع البكتريا وتثبط الانواع الاخرى المتقاربو وغير المتقاربو ليا , تنتج من قبل مختمف
 .  ( Klaenhammer, 1988. Rammelsberg  et al.,1990)وىي نواتج ايضيو اوليو 

 كمعدلات مناعيو . Lactobacillus sppاستخدام بكتريا  (1990)وجماعتو   Perdigonاقترح 
Immunmodulators    

اىم في الحفاظ سوعلاجيا , وقد تبين في السنوات الاخيره بأن البكتريوسينات تابات المعويو صفي منع الا
. حيث تمث احدلى الميكانيكيات   normal endogenous floraعمى توازن الفمورا الداخميو الطبيعيو 

الميمو لحصول التداخل بين الانواع البكتيريو الموجوده اصلا وبين الممرضات التي تصيب الجياز التنفسي 
و توالت الدراسات .  ( Brook, 1999)والتناسمي والقناة اليضميو والتأثير عمييا ومنعيا من احداث الاصابو 

ات المنتجة من بكتريا حامض اللاكتيك بشكل عام و تنقيتيا و معرفة و لازالت مستمرة حول البكتريوسين
خواصيا و طبيعتيا الكيمياوية . حتى وجد أن السلالة الواحدة تنتج أكثر من نوع واحد من البكتريوسينات 

(. لذلك فقد جاءت ىذه الدراسة Mackay   etal ., 1997التي تختمف في طبيعتيا و طيف فاعميتيا )
عممية التحول في التأثير عمى  L. acidophilusمعرفة دور البكتريوسين المنتج من بكتريا  الى لتيدف

 الممفاوي لما ليذه العمميو من دور في الاستجابو المناعيو . 
 طرائق العمل : 

 :المزارع البكتيرية
ال معافين من مسحات ميبمية من النساء و عينات الغائط لأطف  L.acidophilus( عزلة من 25جمعت)   

حديثي الولادة . و استعممت ثلاثة عزلات كعزلات منتجة لمبكتريوسين ,نميت العزلات عمى وسط روكوزا 
   Oxoidالمصنع من قبل شركة  الصمب     Modified   Man-Rogosa-Sharpe( MRS) المحور

 ( ساعة ثم حفظت بحرارة 24( مْ لمدة )37بطريقة الطعنة و التخطيط وبحرارة )
( , و عند الحاجة ليذه العزلات تم Kandler and Weiss,1986مع تجديدىا كل عشرين يوماً) (مْ 4)

   ( ساعة.48-24ْ(م لمدة )37السائل و تنميتيا تحت ظروف لا ىوائية بحرارة )  MRSتنشيطيا في وسط 
حيث  Wells diffusion method اختيرت العزلة البكتيرية المنتجة اعتماداً عمى طريقة الأنتشار بالحفر

دالو ليا عمى اساس  Escherichia coliمع عزلو   ,.Vignolo etal( 1993اجريت وفق ما ورد في )
 ت. الاختبارا حساسية ىذه العزلو لمبكتريوسين المنتج مع ثبات ىذه الصفو بتكرار

 -:استخلاص البكتريوسين الخام
    -:لأتي وكا (1995)وجماعتو  Kanataniاستخدمت الطريقو الوارده في  
عند درجة  MRS( مل من الوسـط الزرعي السائل 10نميت العزلة المنتجة في انبوبة اختبار حاوية عمى )-أ

 ( ساعة .24( مْ لمـدة )37حرارة )
مل من الوسط  250الى دورق حاوي عمى  بعد الحضانو المزرعة السائمة  بانتياء فترة الحضن نقمت -ب

 ساعة  . 48 ْْ  لمدة م 37حرارة عند درجة و حضنت  6.5وي لـ مسا pHالسائل ذو  MRS  الزرعي 
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دورة /  3000مْ و بسرعة   4عند درجة حـرارة بانتياء فترة الحضن نبـذ المزروع مركزياً بالمنـبذ المـبرد  -ج
عياري 1باستخدام محمول ىيدروكسيد الصوديوم   7الى pHدقائق .جمع الراشح و ضبط الـ 10 دقيقة لمدة

 .لمعقم ا
مرشحات دقيقو البكتريوسين الخام حيث استخدمت ليذا الغرض  الحاوي عمىتم التاكد من عقمة  الراشح  -د
 -MRSمل من الرااشح المعقم وزرع في اطباق حاويو عمى وسط  0.1مايكروميتر (. بعدىا نقل  0.22)

Agar   ووسطNutrient Agar   متأكد من خمو ساعة ل -4824مْ   لمدة  37 وحضن عند درجة حرارة
 البكتريوسين الخام من المموثات . 

 تقدير كمية البروتين الكمي في المستخمص المحضر 
ي تقدير تركيز البروتين الكمي في المستخمص المحضر ( ف 1950وجماعتو )  Lowryاعتمدت طريقة 

وسفات مكغم / مل وبأستخدام دارىء الف 1000,500,250,100,50وحضرت تراكيز مختمفو منو شممت 
 . الممحي 

  -:عزل الخلايا الممفاويو 
  -وكالآتي : Boyum (1968 )عزلت الخلايا الممفاويو وفقا لما جاء في طريقة 

 50جمع الدم من متبرعين اصحاء ووضع في انبوبة اختبار بلاستيكيو معقمو حاويو عمى الييبارين بتركيز 
. بعدىا نقل الدم المخفف بوساطة  1:1لممحي بنسبة وحده عالميو كمانع لمتخثر ثم خفف بدارىء الفوسفات ا

  Lymphoprep 1.077ماصة باستور معقمو الى انبوبة اخرى حاويو عمى محمول الفصل متدرج الكثافو 
مع   2:3الانكميزيو , بحيث تكون نسبة الدم الى محمول الفصل ىي  . Flow labوالمجيز من شركة 

دوره / دقيقو لمدة  2000مى جدران الانبوبو . ثم نبذت الانبوبو بسرعة مراعاة ان تتم الاضافو بحذر شديد وع
وبأنتياء عممية النبذ المركزي تكونت ثلاث طبقات العميا حاويو عمى البلازما ودارىء الفوسفات دقيقو . 20

طى وىي طبقو مضببو بشكل غشاء رقيق يضم الخلايا الممفاويو اما الطبقو السفمى فقد سالو  الممحي و
بوساطة ماصة باستور معقمو ونقمت  بعنايةالوسطى  الطبقةتوت عمى مكونات الدم الاخرى , فصمت بعدىا اح

 . Flow labوالمجيز من شركة  RPMI-1640اى انبوبة اختبار حاويو عمى الوسط الزرعي النسيجي 
ق . عمقت بالوسط دقائ 10دوره / دقيقو لمدة  1500ثم غسمت الخلايا بالوسط نفسو ثلاث مرات الانكميزيو 

 Hay (1980  . )و Hudsunذاتو وحسبت اعداد الخلايا حسب طريقة 

 

  -تأثير البكتريوسين الخام عمى عيوشية الخلايا الممفاويو :
  -وفق الخطوات الاتيو : (1979)وجماعتو  Nonoyamaاعتمدت طريقة 

4 10حضر عالق الخلايا الممفاويو بتركيز 
 ,500 ,1000ين الخام بتراكيز خميو / مل وحضرالبكتريوس 6

في انابيب بلاستيكيو معقمو ثم  RPMI-1640في الوسط الزرعي النسيجي  مكغم / مل 250,100,50
مل من البكتريوسين الخام بالتركيز المطموبو  0.5مل من عالق الخلايا الى كل انبوب حاوي عمى 0.5اضيف 
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مل من الوسط الزرعي  0.5نبوبة سيطره احتوت عمى ) مع مراعاة الحجم النيائي لممزيج ( بالاضافو الى ا
بعدىا وضعت الانابيب في الحاضنو لمدة ساعو واحده  نالبكتريوسيدون وجود  RPMI-1640النسيجي 

لاستخراج  %0.2م .وبأنتياء فترة الحضن حسبت اعداد الخلايا بأستعمال صبغة التريبان الزرقاء   37بحرارة 
  -لايا وحسب القانون الأتي :النسبو المئويو لعيوشية الخ

 عدد الخلايا الحيو     
     100 ----------------النسبو المئويو لعيوشية الخلايا = 
 العدد الكمي  

 
  -تأثير البكتريوسين الخام عمى تحول الخلايا الممفاويو المعزولو من دم الاشخاص الاصحاء :

 
 وكما يمي :  Gerlier and Thomassei  (1986)اعتمدت طريقة 

مل  0.4بحجم   RPMI-1640مكغم / مل في وسط  250 ,500 ,1000حضر البكتريوسين الخام بتراكيز 
 0.4النيائي لممزيج ( وحضرت انبوبتا سيطره احداىما سيطره سالبو احتوت  في كل انبوب ) مع مراعاة الحجم

مل من المشطر  0.4 توت بينما الانبوبو الاخرى فيي سيطره موجبو اح  RPMI-1640مل من وسط 
 10الاميركيو بتركيز نيائي  Difco المجيز من شركة    Phytohamagglutinin (PHA)اللانوعي 

110لايا الممفاويو المحضره مسبقا بتركيز خمل من عالق ال 0.4مكغم / مل ثم اضيف الى كل انبوبو 
خميو  6

ايام لانابيب الاختبار والسيطره  6لمدة  CO2 % من5م بوجود   37/ مل وحضنت الانابيب عند درجة حراره 
مايكرليتر  40 يفايام , وبأنتياء مدة الحضن اض 3السالبو , في حين حضنت انبيب السيطره الموجبو لمدة 

 2-5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT)( dimehyl thiazol-2-cetyl-4,5)-2من صبغة 
ساعات وبعد نياية فترة الحضن  4لمدة  هالمذكور بنفس الظروف  لمحاضنة الأنابيب وأعيدت أنبوبوالى كل 
الى جميع الانابيب ثم قرأ  HCL-Isopropanol 0.04 Nألماده ألمذيبو   نمايكروليتر م 300أضيف 

اليابانيو ( بطول موجي  Hitachiطيف الامتصاص بأستخدام جياز المطياف الضوئي) المجيز من شركة 
( لتصبح  1972) Rosenberg and Levyىا تم حساب التحسس بتحوير طريقة نانوميتر بعد 578مقداره 

:- 
 

 المشطر  أوألحاويو عمى المستضد  للأنابيبطيف الامتصاص  
  ----------------------------------------نسبة التحسس = 

 المشطر  أومن المستضد  ألخاليو للأنابيبطيف الامتصاص  
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 النتائج والمناقشو 

( بين  p>  0.05نتائج التحميل الاحصائي اذ لم تظير فروق معنويو بمستوى احتماليو  1من الجدول  يظير
مكغم / مل فقد  100,50 ,250التراكيز الواطئو من البكتريوسين وبين معاممة السيطره في كل من التراكيز 

وبفروق  %93.5الى من البكتريوسين الى انخفاض في العيوشيو لتصل مكغم / مل  500تسبب التركيز 
مكغم / مل فقد وصمت  1000اما عند زيادة تركيز البكتريوسين الى  (p<0.05)معنويو عند مستوى دلالو 
بين التركيز  (p<0.05). يتضح ان ىناك فروق معنوي عمى مستوى  %90.9نسبة عيوشية الخلايا الى 

لمئويو لعيوشيو الخلايا لم تتأثر كثيرا اذ المستخدمو عمى الرغم من وجود مثل ىذه الفروقات الا ان النسبو ا
لم تؤدي المعاممو حتى بالتركيز العالي من البكتريوسين الى موت ممحوظ لمخلايا مما يدل عمى ان 

(  1987وجماعتو)  Hammondالبكتريوسين المستخدم قد لايمتمك سميو لمخلايا المناعيو وقد أكد ذلك 
 وسين المستخدم عمى الخلايا المناعيو . عندما لاحظوا وجود تأثير طفيف لمبكتري

 

 تأثير البكتريوسين الخام عمى عيوشية الخلايا الممفاويو  1جدول 
 البكتريوسين الخام 

 )مكغم / مل (
 النسبو المئويو لعيوشية الخلايا الممفاويو 

 الانحراف المعياري ( )المعدل 
0 a      0.4 96.4 

50 a    1  96.2      
100 a    0.7  95.15 
250 a    1.2  95.07 
500 b   1.89  93.5 

1000 c   1.8  90.9   
 بين المعاملات  ( p> 0.05)الاحرف الانكميزيو المتشابيو دلالو عمى وجود فروق معنويو بمستوى  
 
 
الخلايا  مكغم / مل قد استطاع ان يحفز 1000,500,250ان البكتريوسين الخام وبالتركيز  2الجدول ين يب

وبنسبة  1.62,1.66,1.68الممفاويو عمى الانقسام والتحول , وذلك عندما بمغت قيم طيف الامتصاص 
عمى التوالي وىي بذلك قيم مقاربو لقيمة طيف الامتصاص لممشطر اللانوعي  2.66 ,2.63 ,2.57تحسس 
(PHA)  خام تأثير مشابو لتأثير , وىذا يدل عمى ان لمبكتريوسين ال 2.85وبنسبة تحسس  1.8بمغت والتي
عمى الخلايا الممفاويو وعممية تحوليا , حيث ادى الى حدوث فروق معنويو   (PHA)اللانوعي  المشطر

 . مقارنة بمعاممة السيطره السالبو  (p<0.05)بمستوى دلالو
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ىذه الدراسو  تدعم نتائج التحول الممفاوي من انو يمكن استخدام البكتريوسين الخام وبالتراكيز المستعممو في
 Cellular Mediated)كمشطر لانوعي حيث تمكن من تحفيز الاستجابو المناعيو المتوسطو بالخميو 

Immune Response )  وبيذه الصفو فأن البكتريوسين الخام قد شابو ,PHA  الذي يعد مشطر لانوعي
 .   ( Kimball ,1983)يحفز انقسام وتكاثر الخلايا الممفاويو لتتحول الى ارومات لمفيو 

ان الجدار الخموي لبكتريا حامض المبنيك يمتمك نشاط محفز لانقسام الخلايا الممفاويو ولو القدره عمى تحفيز 
ان رواشح مزارع  (1996)وجماعتو   Laffineurفقد اكد  (Popova et al., 1993)نظام المناعو الخمويو 

قد استخدم كمعدل   L. helveticusشح بكتريا حامض المبنيك تحتوي مواد محفزه للانقسام وان راعصيات 
 مناعي لعممية تكاثر الخلايا الممفاويو لدم الانسان في الزجاج .

 
 : تأثير البكتريوسين الخام عمى تحول الخلايا الممفاويو   2جدول 

 البكتريوسين الخام
 )مكغم / مل (

 نانوميتر (  578الكثافو الضوئيو )
 ي (الانحراف المعيار  ) المعدل 

 نسبة التحسس 

 a        0.3 .63 1 صفر ) السيطره السالبو (
250 b     2.1  1.68 2.66 
500 b     1.2  1.66 2.63 

1000 b     1.7  1.62 2.57 
PHA *) السيطره الموجبو( b       0.7  1.8 2.85 

 بين المعاملات .  ( p> 0.05)الاحرف الانكميزيو المتشابيو دلالو عمى وجود فروق معنويو بمستوى 
*PHA  المشطر اللانوعي :Phytohaemagglutinin  . 
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  Effect of crude bacteriocin  of Lactobacillus acidophilus on 

lymphocyte transformation  
 

Abstract  

 

Crude bacteriocin was extracted from local isolate of Lactobacillus acidophilus . 

Different concentrations 50, 100, 250, 500, 1000 g /ml of bacteriocin were 

prepared . The was experimented on viability of human  lymphocytes , It was 

found that there is no toxic effect of bacteriocin on these immune cell.  

Three concentrations  250,500,1000  g /ml were selected to investigate the effect 

of crude bacteriocin on human lymphocyte transformation . All concentrations 

of bacteriocin were induced proliferation lymphocytes .   

 

 

 

 
 


