
 

  

1- ������	 
��
 �����  �������������
������ ���� ��� !� �"�� #��$� �#�%&'� �#�(�� )  

2- ���+!� ,	�� -�.�./0 ��1 � �23�����+� 
������ 4�56 ���,7 #��$� �#�%&'� �#�%&'�  

3- 
��
 �������� 9�+�� � ������� �������� 
������ � ����,7 
������ 4�56 ���,7 #��$� �#�%&'� �#�%&'� 

������� 	
��� 
: ����� �	
��  Email: nazemi.mn@gmail.com   

  

1216  ����	
 ��
�� �����
� ����–  ���31  / ����
247 / !�� �"
 �#�$1392  

www.mui.ac.ir  

������ �	
�� 
�	���� ����  ����� �����	 :15/3/1392  

	� � �� ����/ 
���
247/ �!�"#�� ���  
��1392  ����� ���
� :12/6/1392 

  

��� �����	 
�����
� �� ���
� ������ ���� �� �� ��
�� ���� �� ����� ��� 2 � ���
�  �
 

���� !��� "�����# �� �� ��$���! ����
# $�%� �# &	'�  

  
����� ��	
�1
 ���� �� ��������2
 ���� ���� 	����3  

  
  

�����  

�����: 	
��
� �
��� ����� ����� ��� 2 � ���� �� ��� ���  �!"  #� $ %%&�� '(��) &���� *� �+,�� � �� -.�/ 0�12%� 2%3�4� �� 5*�
� 	�

�� �67� 

��� .
� �
��� �9:
 ���; 
� ���  
%��<2��4  	��� �= >!
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@A BCD. � 
� E*.�F A��� #10�G
� �/� 

�%C%�H/���*�(�  
��.�H/��= 	��� �= � #� @H6
 I�JK� ������ ��� 2 �?
 ���#7  >0�A ���2� �����.  

��� ��: � ���F #10�G
 = ���
 - *.�K= 40 ��2 O0�� A���� *�*K #/ 20 �C� 
� ���P @H6
 #� ����� ��� 2 *���� .�%F ���2� �%��� � *.�K 
� �Q� 'FA R"S 

� TU�K 	��  = �*� 6G %V �2�5 &��W . 
� *1�X�S ��P= #���� = ��2*
 � ���2� 
�%���  Y��JHA� � >0�A �DNA #���� 
�  Y��JHA� � �Z/ '�.DNA  
�

� ���*��HA� [�A%C%�H/���*�(�  ���"� #�*.�K �6\
 (���� *K .R] 
� �P �D��
 ��</ �� �A@]%*pTZ57 R/T  �A@] Y��JHA� �%* �2�5 &��W .

R^A A���� �/� �%C%�H/���*�(� "4  
� 	��CHA� ��%_ 0�40�
� Real-time PCR )Real-time polymerase chain reaction( ��] ���� W�bHU�� 

�%C%�H/���*�(� 	�!� � 5%�= "c"
 
�� *K (���� ���*��HA� .���= �?
�#7 = � ��*1 %C%�H/���*�(� � >0�A 	��5 �� �� �%��� 0��P%3 ��
P= �2�5 (����. 

����� ��: �. *"� �H��d �W�D  	*K ��� ��Z�#/ 
%;��%F �H/�� ��*1 = � #� @H6
 ���2� ������ ��� 2  �����2  >0�A&��CH
 '��� �
�  ��

PStudent-t 

)09/0  =P (� "f�.%F ��

P ,%� �H
���]= Mann-Whitney )10/0  =P (�%F "1
 E@HU� 	��5 ��� ���= �� ��Z� ��*�. 

���������: �H��d #� �A� 	*
P �� 	��CHA� 
� "4 %_ Real-time PCR  #/ ��� ��Z�$ %%&�� � ��*1 %C%�H/���*�(� � ��%���= ����� ��� 2 �� 

�%����� ������ 9g %�= ���*�.  

������ �����: ����� ��  2
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 J�� "�K�� B�3 � ����� L�� 2  ���  �
�>�N 

)2.( 	�
� �� ���  5�2�) ��%����6�   2�O3 ��%��� �

����� �� ����#��$  �L�� 2 ����� �./� �
�0 �� �)� 

)3 .(� 0��#�������  �<���� 	���
� ���� Q��6�:�
��  <�

9O#� @�9��O�� : �
�� ���� �R���   ��6� ��/2N 
�2	

 5�� @�CA� ��6�     �� 0)��� ��� B<� 0)��� ���L� 

�����  �6� 5�2�))5-4 .(>U:��  ���  ���5� �  ��21�" 

�2
� � )��2��@�
� / � J���2C �'��$  5�((��9���� � 

	�
� �� ���� � � �� V(:�W(: X�C:
����� L�� 2 �
�� 

)6 .( 2� 5�Z!	�
� G���! �� 2�W�  ��(���  �)
�� /� 

���
�" ���I!�)" �)���9�6�� ��=�[���9/ 0)�� "�� 

����&�"  �.�/��0  $�6 � �� �
��D/�2[�  5��
 ��  �� �

� <�2�� ����  ����  ���  ��(�. �)� ��� �� �
��D/�2[� 

5��
 ��       ��\! B���(! ��� 5<�2��� ��� �6� �] B^ �:

����2[�" 6
2� �
��� � 
�2	� N�  ���2)6 "4 .(  5<�2���

>'���/2 5��   ��6� ���  9�?��� ����N
��2[� _��  ��)� 

5��
 �� U: ����2 B<� B�� U:��2  ���  ��(� )9 -7( .  ���%���

� 
� ��&�� $�.����� 	�
 �� 6� ����D �(
�$  �O6��

  ��D�& <�TNF-α )Tumor necrosis factor alpha ( �

��2�(����$  �� ��&� �� �)� ^ ��� )1.( ��9/ ��� TNF-α  �

�6�2 G���! ��%���� �� ����#�  ���  �������$ � �� ���� 

L�� 2 �6� X�C:
� 
�.   ��� B�2�� ���D���)2� �� ���7 

G���! ��%���� �� ��� � ����:�)�  ������ �� ����#��$ 

�
 0)�� �)� )3 .(  

���K D'� 
���6�� ��. 2�:�� 5�((� � �	� b6�' �)� 

����%����  ���6��  c��!��������7 ������� ������#��$  
�

  � d���
 e������Z���C� ���� ������� ���� �����. 

���K D'� 
���6�� 6� �� 5��
 
���D � f2� 2����� �)� 

��I(� ;2��N� ��:���� ���� ����� � ��6� ���� 5��
 <���D � 

��[��_��)��  ��� �>&�f2  ��)� 5��
 ��  ���  ���� .

N g>]�5��2 � ���K D'� 
���6�� �./� c!�� ��6Z'�0 

"B<�  �� ��%��� � B�3 �(	 $�/
 J���  ��2�N .  g>�]

N�5��2 � ���K D'� 
���6��    �6��] c�!�� h��� 
��� 

J�� �� ������$����� �� ����#� "�"$  	��
� � �� ���� 

�� ��� )9.(   

� 5�
�2��W ������7 ����%��� ���)�  ���� �������� $�.���

����2[ �)� 5��
 ��"  :����@�2  ��6� .
�  5�2�N �� 

��:��5�((� � :���"@�2 5�2N �)�� <�
 <��
�C ���   G����

�2������;� 8���
  ����/� 2�����;� (6�2'���.   �3��� <�

/��2� i:�� � �
� B��:  �2� ;��)7 .( 5�W��6�    h
���N

5��
 �D�& <� � )�W)�(' "B����� �2�� ����2[  ��)� 

jD��� � L�(�� ��  ����� . 2������  ��)�  L�/���  ���$ 

500-400 � L��� ����  ��30 ��� 40   
� B^ <� ����N

��� 2)� �6� �2/ �� 2��(� .(l�)�$  �' 2�� ��� � 

h�
 �)� ��[����  5�� m� � ��6�  �2: ��� ��n 

����2[ �)� 5��
 ��   G	���]1014  <�500   ��:1000 

B^ n��1 �� �6� jD��� ���N � �)� <��)� � �� 2��  

 <�100 � B���� ;��= 2��2��  �(����    ;��=���� �
 B^ ���

)Metagenome (�� � �(��)10" 6 .(��[��� @�9��O�� 

8�6 
� �)� 3��2  m� �5���� ��� � �����2[  ��)� 

5��
 �� 6� �� o��� ��2/���D � �3�� �� 2���� <�� �)   ���

�2���� ;����� / ���2� i:��  5��� n��1  ����   ����9: �

��� �p�
� <��) [ :�G �6� 5��.  @�CA� 5���   ��6�

2���� 2q�� ��� �)� !�/���  i(�& �� rD9��  ��)��  <�

C	�G ��
� "s������(  2������<�/�";� ��I ��2�������";� 

'�2K���6����"s������ �2���������"�)� �2���������;�  �

2��D����;� � �6)11 .(2�����  ��)� ��J ���  �6��"� 

2���� <� 5�2N �� G���� �) ;�� �� �)�  �6�����J�s�D 

� ��I���2�������;� ����  �(����� ����3 ���� �����  ��3�(���
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��5 ���  2����� B��(! �� ��  ��)� I� ���  �2���  5�W��6� 

� ����� h
��N�  ����� .   o���� ��2�/� 
�29   ����N

� i(& �� rD9���I ��2�������;�  h
�.�N  5���  ��6� .

����%� 
�����#��� ��I����2�������;� <� 104 x 94/7  ����:  

1013  ×51/2 CFU )Colony forming units (  ����

��W���$ 1010 × 58/1 
� L�/�� �6� �� ���0 <� 10 

�H
� <� ����2[ �)� 5��
 �� !�/���  ��2�/�  o���� �
 

G��� �� ��� )12 .(��2� �$  �����2/� ��I ��2�������;� 

5��
 
� � B������� ���� ������ � J����� 91  ���H
�

����2[ �)� 5��
 �� �l� �)�� � <� ���2 
��� >U: ��� 

��  ��((�  [� : �
�G  ���  ��)� )13 .(�� 2��    @��9��O�

@
�H ��/2N   �� X��C:
� ���$ �� ��2�[  ��)� 5��
 �� 

e������ d���
 � ��#����� �  2��1J e������ ���� B^

��3��2' ��� � ����� L�� 2    ���] @
��H ����� �� 
� 

 ��/2N 2w�5�� �6� .:
�H 
�� �� �9��O� �  2�?�] 

�� 6
2� g�)� ��� ��I�2�������;� � <�� �
��D/�2[� 

5��
 �� � �� Z�C� ��2/� 
����� L�� 2 �#� �� ��� �  B^

�/2N ;�7�� _��6 ��2/� �� .  
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������%& ;������7�� ([:�����  Real-time PCR  

)Real-time polymerase chain reaction (�2���� 

6
2�� ��� ��I ��2�������;�  ��)  � 5�2�N �� 
�� 
���  �

 "_����6DNA x�2����6�  ���� � 
����#� <� 5�����  <�

  ��/2N 
�2�	 5��I�6� �
�� L�/�� .20  �/2   ��� Z��C� �

����� L�� 2  �20 �2/ 1 ��2   � ��� Z��C�� ����   L���2 

9�&�� �9��O� �
�� �  [� : �
 ���G  ������ .�� 
���� 

Z�C��B� �� �����  L��� 2 "<�  2�w� D��(� �[� 
�  .��2� 

#�:�@�# ��1 � �������_� B�%IH�  �
��� R: ����  
�2�	 

�/2N .����� �)� y�& 
�^� 5�� 
� g2z �)� � ��5{ 

� ���� 70- �&
� � ���6� ��2N 
��%W��  ��� . ��2�/� 

�)�� <� ��2/�� � �� Z�C� �� ���� ����������   L���

2 ��C��� �)2���
�' 2w� <� ���      ��� i(�& � $�6 G�q�

��B�
�� CO:�r  �(����� . �(l�)�$  
� 5������3 � B^ ��) 

�#��6 � � �� Z������� ����� ��&� .  

 x�2��6�DNA <� ����� �)�  y��& 
�^�  5��� � 

��2���/� _�����6 � ��
����� ����� 5��I����6� <� ������   

QIAamp DNA Stool ����B=� )Cat.no:51504 (� 

rCF  G�[:�2' x
�  5��� 
� B^  ;��7��  ��� .��I ��� 

DNA x�2��6�  5���  ���  5��I��6� <� ([: ��� PCR � 

<
�/�2�[�� �� 8= <
�N^ 1  ��H
�  �
��� R: ����  
�2�	 

���/2N .
� �%����� OD )Optical density (B^ ���� 

5��I�6� <�  5�W��6�  2����/�2�[K�6�  �C�6���  ��� . ��� 

�&�: �� �wD1 �� �6� 5��^ ��B�. DNA �
�� 5��I�6� 

�2���� 2��) m���� 
� ���D]2� � Real-time PCR   

9:��$ �� .  

�2�� %:�� �  �(�(��  �
������6�"  h��6   �
������6� 

��I�2�������;� �������i <�2 ���N � ��J�i  <� B��<�6 

0)�{'�)� �D!� � �9(H� � ��B�2 23 ��
���  ��� � 

�� 5��I�6� <� ���Q ���y  �H���3��  �� � 5���  ��� .

x�2��6� DNA <� h�6  �
�����6� �� 5��I�6� <� ��� 

QIAamp DNA Mini ��B=� )Cat.no51106 ( ;��7�� 

�� .��I�� DNA x�2��6� 5�� �� 5��I�6� <� ([: ��� 

PCR �
�� R:��� 
�2	 �/2N .�2�� $����  �K��  2C���� 

m� � � ";�D9� ��D���( 
� �6Z'�� PTZ57 R/T 

�� 5��I�6� <� ��� PCR cloning � rCF G[:�2' ��� 

;�7�� �� .
� �%��� x�2��6� �6Z'��  ���  5��I��6� <� 

���  <���(�2/ �  2��  s��6�  G�9��
���6� B^  @
��H 

�/2N � �� 5��I�6� <�  <
��/�2�[��  ��� 8= 5/1  ��H
� 

�
�� R:��� 
�2	 �/2N )G[� 1(.  
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([:�� Real-time PCR �� 5��I�6� <� ��� ��B=� 
QuantiFast SYBR Green PCR 

)Cat.no:204054( � �2'��)2�� x
� 5�� 
�  8���& 

1 � G[:�2' ��&�� ;�7�� �� . ����9: ��I ��2�������;� 

��&�� 
� 20 m�� Z�C� �� ����� L�� 2 � 20 2I� 

 �)���C6��� ��.   

PCR �� 5��I�6� <� (�(�� �
�����6� %:��  5��� <� 6 

�	
  j�D���  ��6Z'��  ���  ��	
 1/0  ;��7��  ��/2N 

)G[� 2(.   

�2���� �C��6��� � ����� 2������� 5�2C����� DNA 

x�2��6� 5�� <�  ������ �  e����� �� 
��� �  _���6 
� 


�(� B^ 
�2	 5��� �� )G[� 3(.  

�2�� %:�� � Master PCR )20 ����2[�2�(" <� 10 

����2[�2���� SYBR Green PCR" 7 ����2[�2���� 

RNase-free water � 5/0 ����2[�2� <�  2)�2'�2�  ��) 

5��I�6�  ��� 	���5���� <� _7] G�" DNA  x�2���6� 

5�� 
� 2w� ��/2N ��.  

����2� � ����� PCR �� ��$ @
�H w(:�_ �2N�� :

5
�:��� � ����� 95 �&
� � ���6�  ��2�N 5 	�� ��#  ��� 

6�"G[ 5
�:��� � 95  ��&
� �  ����6�  ��2�N 15 ��A ��"� 

8��:� �2'��)2� � h2��N 60 �&
� � ���6�  ��2�N 1 

	���#  ����9: �32
 � 40 6�G[.  

  

  
��� 2. ����� �
��� 	�� !"�# ��� �� 6 %&
 '(	�� ������  ) 

%&
 1/0  

  

  
 ���3 .-.�� #����  /  ) ����� �
��� 	�� .0 1� 23��& DNA 

4�	�5 (6��� )������ (� 0 1� )9� DNA #���� ��	:/  /  

  

4��; 1 .���< /��= �
�� �� >	�� 
� Real-time PCR �  PCR 

��
 ����� PCR  �����  ������  ��
  

126  GCGTGCTTAACACATGCAAGTC  BifF  '(�(!#)�'"�*+, 

CACCCGTTTCCAGGAGCTATT  BifR  

466  
TCCTACGGGAGGCAGCAGT  UnivF  ��$ - !#)�'- �$  

GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT  UnivR  
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� ����$ #�:���r �2���� 9:����$ ����� ��I���2�������;�" 

����� � L�/�� ��2/� Z�C�  ��� �� ����  L��� 2 �  ��2�/� 
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Abstract 
Background: Obesity and Diabetes are two metabolic diseases that are dependent on genetic and 
various environmental factors. Today, obesity and type 2 diabetes cannot just be attributed to genome 
changes, bad eating habits, or physical activity reduction. Gut microflora is another effective factor 
that has an important role in health. Recently, numerous experiments have been done to investigate the 
relation between metabolic diseases and bacterial populations in the gut. The purpose of this study is 
to assess the bifidobacteria of the intestinal microbiota in people with type 2 diabetes and compare 
with healthy persons.  

Methods: In this study, 40 male and female adults, 20 of whom were diagnosed with type 2 diabetes, 
were studied. For this study, age, gender, and body-mass index (BMI) are matched in diabetic and 
healthy persons. After fecal sample collection from diabetic and healthy persons, and extraction of 
DNA from samples, culture and extraction of DNA from standard bifidobacteria were done as a 
positive control. After that, cloning in PTZ57 R/T plasmid and extraction cloning plasmid was done. 
For quantitative investigation of bifidobacteria, Real-time PCR molecular technique was done by 
using special primer of bifidobacterium and standard curve. To study the number of bifidobacteria in 
people with type 2 diabetes and compare with healthy persons, statistical analysis was done. 

Findings: Average number of bacteria in people with type 2 diabetes is more than in healthy persons, 
but Student’s independent t-test( P = 0.09) and Mann-Whitney test (P = 0.1) indicate that there are no 
meaningful differences between them. 

Conclusion: Quantitative calculation with Real-time PCR indicates that the number of bifidobacteria 
is not effective in Iranian type 2 diabetes patients. 
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