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Background and Aim: Due to the high prevalence of colon cancer in human 

societies such as Iran, the aim of this study is the molecular identification and assesses 

cytotoxic effects of heat-killed probiotic bacteria and induced apoptosis in HT-29 cell 

lines of colon cancer compared with normal cells. 

Materials and Methods: Molecular detection was performed on local probiotic 

bacteria isolated (TD4) from Tarkhineh dough. Both cell lines HT-29 colon cancer and 

HEK-293 were affected by 0.01, 0.1, 1, 10, 100, and 1000 µg/ml of heat-killed TD4 

isolate for periods of 24, 48, and 72 hours. Cell viability was measured using MTT 

assay. DNA fragmentation assay was performed after 48 and 72 hours base on the 

IC50 concentration of heat-killed bacteria. 

Results: TD4 isolate was submitteded L. berevis in GenBank. According to MTT 

assay, lactobacillus berevis depended on time and dose reduced survival and 

proliferation of colon cancer of HT-29 cell line, with the highest cytotoxic effect in 

1000 µg/ml for 72 hours. At this dose and time, viability was 23% and 50% in HT-29 

and HEK-239 cell lines, respectively. DNA fragmentation assay showed apoptosis 

induction by heat-killed bacteria in the HT-29 cell line. 

Conclusions: Lactobacillus berevis showed cytotoxic effects and induced 

apoptosis on HT-29 colon cancer cell line while the cytotoxic effect was slight on 

HEK-239 compared to HT-29. Future studies are still required to confirm these 

bacteria as a biological anti-cancer product in treatment and prevention. 
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القا  یسبررسی آپوپتوز و پروبیوتیک کشته شده با حرارت تریباکشناسایی مولکولی 

 لونوسرطان ک HT-29بر رده سلول توسط باکتری شده 
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هدف این  ایران، جمله از و انسانی جوامع در کولونسرطان  بالایی با توجه به شیوع زمینه و اهداف:

مطالعه شناسایی مولکولی و بررسی اثر سایتوتاکسیک باکتری پروبیوتیک کشته شده توسط حرارت و القا 

 باشد.یمو مقایسه آن با رده سلولی نرمال  کولونسرطان  HT-29بر رده سلولی  یسآپوپتوز

( انجام شد. دو رده TD4شناسایی مولکولی باکتری بومی جدا شده از دوغ ترخینه )مواد و روش کار: 

 لیتر ازیلیممیکروگرم بر 1000 و 100 ،10 ،1 ،1/0 ،01/0های یررقتتاثتحت  HEK-293و  HT-29سلولی 

توسط  هاسلولساعت قرار گرفتند. درصد زیستایی  24،48،72زمان  3اکتری کشته شده با حرارت، در ب

از باکتری کشته شده با حرارت  IC50در غلظت  DNAسنجیده شد. آزمون قطعه قطعه شدن  MTTآزمون 

 انجام شد.

 لاکتوباسیلوس برویس در بانک ژنی ثبت گردید. لاکتوباسیلوس برویسبه عنوان  TD4باکتری : هایافته

(TD4) رده کولون سرطانی یهاسلول تکثیر و بقا دوز، و زمان به وابسته الگوی در HT-29 داد  کاهش را

ساعت بود. درصد  72میکروگرم بر میلی لیتر در زمان  1000به رقت  مربوط سایتوتوکسیتی اثر بیشترین که

برآورد شد.  %50و  %23، به ترتیب HEK-293و  HT-29ی هاسلولزیستایی در دوز و زمان فوق الذکر، در 

 یید کرد.تأتوسط باکتری کشته شده با حرارت را  آپوپتوزیسهم، القا  DNAآزمون قطعه قطعه شدن 

 HT-29رده سلولی  روی بر آپوپتوزیس، اثر سایتوتوکسیک و القا لاکتوباسیلوس برویس: گیرینتیجه

مشاهده شد.  HT-29رده نسبت به  HEK- 293سلولی  رده در کمتری سایتوتوکسیک نشان داد و اثر

 در سرطانی ضد بیولوژیک محصول یک عنوان ها بهیباکترتوان از این یم بیشتر مطالعات انجام بطوریکه با

 بهره جست. پیشگیری و درمان

 HT-29، رده سلولی آپوپتوزیس، سرطان کولون، لاکتوباسیلوس برویسپروبیوتیک،  کلیدی کلمات 
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 مهمقد 

 یزایماریب ریغ و زنده هایمسیکروارگانیم ها کیوتیپروب

 از یکاف ریمقاد کهیزمان که هستند ییغذا مواد یبعض در موجود

 .گذارندیم زبانیم سلامت بر یمثبت ریتأث شوند بدن وارد هاآن

مورد  یهایباکتر نیتراز متداول اهباکتردویفیو ب ها لیلاکتوباس

از مخمرها و  ی؛ اما بعضباشندیم کیوتیوباستفاده به عنوان پر

 .(1) رندیگیمورد استفاده قرار م زین هالیباس گرید

 یونانی زبان از حیات بخش، معنی به پروبیوتیک واژه

 در Stillwell و Lillyتوسط  بار اولین واژه این. است شده برگرفته

 یک وسیله به ترشحی مواد تعریف ، جهت19۶5 سال

 میکروارگانیسم یک رشد که سبب تحریک میکروارگانیسم

 .(2) شد استفاده شود،یم

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1395  خرداد و تیر – 2شماره  – 10سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

مقاله 

 پژوهشی

mailto:farzanehtafvizi54@gmail.com
mailto:farzanehtafvizi54@gmail.com
http://www.ijmm.ir/


 شده آپوپتوز القا یو بررس یوتیکپروب یباکتر یمولکول ییشناسا |و همکاران  کریمی اردستانی

44 

 

Parkerدر که هایییسمارگان را به عنوان ها، پروبیوتیک 

 (. واژه3کرد ) تعریف هستند،مؤثر  روده میکروبی تعادل برقراری

 و زنده هاییکروارگانیسمم حاوی محصولی معنای به پروبیوتیک

 در کولونیزاسیون وسیله به که باشدیمکافی  تعدادی با مشخص

 اعمال باعث میکروبی فلور در تعادل ایجاد طریق از بدن از بخشی

 یک که سرطان (.4شوند )یم میزبان سلامتی بر مفید اثرات

 و قلبی هاییماریب از پس است، ژنتیکی نامتجانس بیماری

. رودیم شمار به جهان در میر و مرگ شایع علت دومین عروقی،

 سلول حیاتی یرهایمس که ییهاژن در جهش اثر در ،بیماری این

رشد  مسیر شامل یرهامس این .آیدیم وجود به کنندیم کنترل را

 سرطان با تشکیل توده سلولی که از .باشندیم آپوپتوزیسو نمو

زنده پرسلولی پیروی  موجود یک ماهیت بر حاکم تکاملی قوانین

 توانائی خارجی، و خلیدا رشد فاکتورهای به توجه عدم با و نکرده

 ایجاد متاستاز سبب و آپوپتوزیس از فرار خودی، به خود تکثیر

 (.5، 6) شودیم بیماری

 سرطان ایران در گوارش دستگاه سرطان نوع ترینیعشا

 در و سوم رتبه ایرانی، مردان در بروز نظر از که است کولورکتال

 (.7) است داده اختصاص خود به را چهارم رتبه زنان،

، in vivo و in vitro به شکل طبق مطالعات انجام یافته 

 تومورهای و اولیه نئوپلاستیک یهازخممهار  در پروبیوتیک ها

 طریق پروبیوتیک ها، از .دارند نقش موشی یهامدل در سرطانی

و  اتصال کارسینوژن، به پروکارسینوژن تبدیل از جلوگیری

 هاییباکتر رشد کاهش میتوژنی، ترکیبات کردن غیرفعال

 عملکرد افزایش و میتوژن ها جذب کاهش پروکارسینوژنز،

 با. کنندیم فعالیت سرطانی یهاسلول علیه بر ایمنی سیستم

 روده، سرطان توسعه کاهش در میکروفلور روده تأثیر به توجه

 ایجاد از جلوگیری ضمن کهها فرآوردهاز  جدیدی انواع تولید

 بر مخربی اثر هیچ و شده انیسرط یهاسلول مهار باعث سرطان،

. رسدیم نظر به مهم امری باشد نداشته سالم یهاسلول روی

 منظور این به پروبیوتیک ها از که است این بر سعی جهت بدین

 بدن، ایمنی سیستم تحریک طریق از پروبیوتیک ها. شود استفاده

 صفراوی یدهایاس مثل زا سرطان و مخرب هاییمآنز بردن بین از

 شوند،یم ایجاد روده هاییباکتر توسط که موتاژنی مواد و هثانوی

کنند  بازی مهمی نقش کولون ازسرطان جلوگیری در توانندیم

(8). 

 جمله از زنده غیر هاییباکتر یافته، انجام مطالعات طبق بر

 یکان،پپتیدوگل ساکارید، اگزوپلی عصاره غیرفعال، کامل سلول

 بالقوه هاییتفعال دارای نیز لیسلو مختلف اجزای و سلولی عصاره

 این کیفیت و کمیت البته که باشندیم سرطانی و ضد درمانی

 (.9، 10) باشدیم سویه و باکتری نوع به وابسته بسیار خصوصیات

 اثر شناسایی مولکولی و بررسی مطالعه، از این هدف

 کشته TD4توسط باکتری بومی  آپوپتوزیس و القا سایتوتوکسیک

 HT-29سلولی  رده با ویژگی پروبیوتیکی بر رتحرا با شده

 .باشدیم نرمال سلولی رده با آن مقایسه و کولون سرطان

 

 هاروشمواد و 
 

 جدایه های باکتریایی

 TD4 لاکتوباسیلوس برویس در این تحقیق، باکتری بومی

و همکاران از دوغ ترخینه  Tajabadiتوسط دکتر  قبلاا که 

از جمله  یباکتر ینا یوتیکیپروب یتظرفجداسازی شدند و توان و 

جذب  یزانم یبررس ی،صفراو یهانمکبه  تحمل یزانم

یده به اثبات رس یدیاس یطدر شرا هایزولهاکلسترول، مقاومت 

 .(11است، استفاده شد )

 DNAاستخراج 

 TD4 لاکتوباسیلوس برویس باکترییک کلنی از نمونه  

و  ºC37 ر دمایو د منتقل MRS broth مورد آزمایش به محیط

گذاری شد. خانهگرمساعت  48-24 به مدت 2CO %10 تراکم

 Molecular Biological با استفاده از کیت استخراج مراحل بقیه

System Transfer MBST))  بر اساس جذب ستونیDNA  بر

 DNAجهت بررسی کیفیت  روی غشاء سیلیکا صورت گرفت.

 7/0ر روی ژل آگارز استخراج شده در روش فوق از الکتروفورز ب

 .درصد استفاده شد

 باکتری: شناسایی و 16S rDNAقطعه  تکثیر

 16S rRNA یژن ناحیه bp 1500 یبااتقرتکثیر قطعه  جهت

 توالی که شرکت تکاپو زیست ایران از شده پرایمرهای تهیه از

 استفاده شد: است، شده قید ذیل در هاآن

 Primer Forward: 5’- GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’      
Primer Reverse:  5’- CTACGGCTACCTTGTTACGA -3’  
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 استفاده ( باPolymerase Chain Reaction) PCRواکنش 

 Master از(. 12) گرفت ( انجامBio Rad) ترموسایکلر از دستگاه

Mix  شرکت محصولAmpliqon اییرهزنج . واکنشاستفاده شد 

میکرولیتر از  5/12مل، شا میکرولیتر 25پلیمراز در حجم نهایی 

Master Mix  که حاوی تمامی اجزای لازم جهت انجام واکنش(

PCR بغیر از پرایمر و ،DNA  باشدیمالگو،) µM 4/0  از هر

 25باکتری و مابقی حجم تا  DNA نانوگرم از 20پرایمر، 

میکرولیتر از آب مقطر استریل بهینه سازی شد. برنامه حرارتی 

PCR در  دقیقه 5 مدت سیکل به 1م گرفت: به شرح ذیل انجا

 در دقیقه 1 دمایی برنامه با سیکل 30 و سلسیوس درجه 94 یدما

 1 و سلسیوسدرجه  5۶ یدما در دقیقه 1 ،سلسیوس درجه 94

 مدت به سیکل 1 نهایت و در سلسیوس درجه 72 یدما در دقیقه

روی ژل  PCRمحصول  .سلسیوسدرجه  72 یدما در دقیقه 10

درصد مورد ارزیابی قرار گرفت. خالص سازی قطعه  2الکتروفورز 

نمودن  کولونجهت  T/A cloningمورد نظر انجام شد. سپس 

شده،  تکثیر قطعه توالی قطعه مورد نظر انجام گرفت. سپس تعیین

شرکت بیونیر کره جنوبی انجام گردید. ترادف قطعات  توسط

 قرار همقایس مورد BLAST اطلاعاتی بانک در شده توالی تعیین

 شناسایی شد. یباکتر و گرفت

 باکتری کشته شده تهیه

 باکتری حرارت، ابتدا توسط شده کشته باکتری تهیه جهت
TD4 محیط در (MRS –Broth )De Man Rogosa and Sharp 

  یطو شرا سلسیوسدرجه  37ساعت در انکوباتور  48به مدت 

ر با دو یقهدق 20. سپس به مدت گردید یگرماگذار یهوازیب

rpm 4000 کار . جدا شد ییرو یعما شد و سپس وژیفسانتر

سه بار  2/7معادل  pHرسوب توسط بافر فسفات با  یشستشو

بافر فسفات به رسوب اضافه و  یترل یلیم 10سپس  تکرار شد.

درجه  80 یدر بن مار یقهدق 30حاصله به مدت  یونسوسپانس

 ینانمجهت اط کشته شود. یحرارت داده شد تا باکتر سلسیوس

 حصول پس از شد و کشت داده مجدداا ی،باکتر شدنفعال  یراز غ

فریز  حاصل رسوباز عدم رشد باکتری در محیط کشت،  یناناطم

درای شد و بصورت پودر جهت انجام تیمارهای لازم در کشت 

 سلولی مورد استفاده قرار گرفت.

 HT-29رده  کولونی سرطانی هاسلولکشت 

و سلول نرمال  HT-29رده  کولون یسرطان یهاسلول

HEK-293 یهته یرانا یستیو ز یکیژنت یرذخا یاز مرکز مل 

 %10 حاوی RPMI1640 کشت محیط در هاسلول ینا شدند.

  1% ،(Fetal Bovine Serum: FBS) گاوی جنین سرم

درجه  37 یدما در استرپتومایسین–یلینسیپن یوتیکبیآنت

درصد کشت  2CO 5اتمسفر مرطوب با غلظت  یکدر  سلسیوس

تعداد  سلامت و ی وضعیت مورفولوژی،جهت بررس .ندداده شد

 که زمانی. ندشد بررسی معکوس یکروسکوپم یردر ز هاسلول

 توسط رسیدند، سلولی رشد درصد 70 به حداقل هاسلول

 به rpm 1500دور  در شدند و جدا فلاسک ته از %05/0 تریپسین

 حالت به حاصل ولیسل رسوب. شدند فوژسانتری دقیقه 5 مدت

 با آن در موجود یهاسلول بودن زنده درصد و تهیه سوسپانسیون

 نوری میکروسکوپ توسط نئوبار و رنگ ترپان بلو لام از استفاده

 درصد با یهاسلول از آلودگی، عدم از اطمینان از پس. شد تعیین

 .گردید استفاده آزمایش انجام جهت درصد 90 بالای زیستایی

 MTT assayمیت سلولی با روش بررسی اثر س

کامل  یباکتر سلول سایتوتوکسیک اثر ارزیابی منظور به

 رده کولون یسرطان یهاکشته شده توسط حرارت بر سلول

HT-29  و سلول نرمالHEK-293  از آزمونMTT .استفاده شد 

 یکشت حاو یطمح یترل یکروم 100حجم  یشانجام آزما برای

خانه قرار داده شد.  9۶ یتپل خانه در هر HT-29سلول  10000

شامل ، TD4شده باکتری  یوفیلیزهمختلف پودر ل یهارقتسپس 

به  (لیتر میلی بر میکروگرم 1000و  100 ،10 ،1 ،1/0 ،01/0)

 انکوبه ساعت 24،48،72 مدت به ها پلیت شد و اضافه هاچاهک

 MTT رنگ میکرولیتر 100 لازم، یهازمان طی از پس. شدند

 تترازولیوم دیفنیل -5 ،2-( 2- تیازولیل تیلدیم– 5،4،3)

-میلی بر گرم میلی 5/0 غلظت با( Sigma, Germany( )بروماید

 37 انکوباتور در ساعت 4 مدت به و شد اضافه چاهک هر به لیتر

 انیپا در. شدند انکوبه CO2 به مجهزسلسیوس  درجه

 توپلاسمیس در شده لیتشک فورمازان رنگ بنفش هاییستالکر

 شدند حل هاچاهک به خالص DMSOمحلول  افزودن با هالسلو

 یزاال دستگاه از استفاده با نانومتر 570 در نوری جذب سرانجام و

 و زیستایی درصد میزان صورت به حاصله نتایج. گردید ثبت ریدر

IC50 (درصد 50 میزان تا سلولی رشد مهار سبب که غلظتی 

 هاییشآزما هتر،ب یجهنت گرفتن جهت. شدند گزارش( شودیم

 طبق سلولی بقای میزان و گرفت انجام تکرار بار سه با تحقیق این

 .گردید محاسبه زیر فرمول

 سلولی بقای میزان(= تست نوری جذب/کنترل نوری جذب) × 100
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 DNA (: (DNA fragmentationآزمون قطعه قطعه شدن 

باکتری  IC50با غلظت  HT-29 کولونسرطان  یهاسلول

TD4 ساعت با  72و  48شده با حرارت تیمار شدند. پس از  کشته

را شستشو داده و سپس تریپسینه گردیدند.  هاسلول PBSمحلول 

سانتریفوژ شد و به رسوب  rpm400 سوسپانسیون سلولی را در 

 mM Tris-HCL 10) میکرولیتر بافر لیز کننده ۶00حاصل 

pH=7.5 400 mM Nacl, 100 mM EDTA, 0.6% SDS ) 10و 

( اضافه گردید. محلول 4mg/mL) RNAaseمیکرولیتر محلول 

انکوبه  سلسیوسدرجه  37حاصل به مدت پنج دقیقه در دمای 

( به 6M Naclمیکرولیتر از محلول نمک طعام ) 200شد و سپس 

عنوان رسوب دهنده پروتـین اضافه شد. محلول به دست آمده به 

 در xg 18000دقیقه برروی یخ انکوبه شد و سپس در  5مدت 

دمای اتاق به مدت ده دقیقه سانتریفوژ گردید. محلول رویی جمع 

دت میکرولیتر ایزوپروپانول اضافه و به م ۶00آوری شد و به آن 

 به xg 18000در  مجددااو  دقیقه برروی یخ انکوبه گردید 15

میکرولیتر  ۶00دقیقه سانتریفوژ و رسوب حاصل با  20مدت 

. رسوب حاصل در دمای اتاق خشک شستشو داده شد %70اتانول 

 شامل موارد ذیل بافرمیکرولیتر  200شد و در 
[10 mM Tris-HCL,Tris-EDTA,1mM EDTA, (pH 8.0)] 

استخراج شده با استفاده از  DNAحل گردید. غلظت و کیفیت 

با استفاده از ژل آگارز  DNAدستگاه اسپکتروفتومتر تعیین شد. 

با  DNA ت الکتروفورز گردید وساع 1به مدت  100 در ولتاژ 2%

 دستگاه ترانس لومیناتور مشاهده گردید.

 

 

 آنالیز آماری

تست  یهاگروه Two way ANOVA یاساس تست آمار بر

 هادادهدار بودن  یقرار گرفتند. معن یسهبا گروه کنترل مورد مقا

 ,SPSS ver.19 (SPSS, Inc., Chicago, ILبا استفاده از نرم افزار 

USA) زمونآ و Tukey's  وOne way ANOVA  و بر اساس

05/0 ≥ P .محاسبه شد 
 

 

 

 

 

 

 هایافته

 شناسایی مولکولی

  PCRو محصول  DNAنتایج حاصل از استخراج 

 نمایش داده شده است. 1در شکل  TD4( ایزوله bp 1500)قطعه 
 

 

و  MBSTاستخراج شده بر اساس کیت  DNA نتایج حاصل از :1 شکل

استخراج شده بر روی  DNAاز  ییهانمونه 2و  1 یهاچاهک (PCR .aمحصول 

 یباا )قطعه تقر PCRنمایش محصول ( b .باشندیدرصد م 7/0ژل آگارز 

 bp 1500 16( حاصل از تکثیر ژنS rRNA دوغ ترخینهجدا شده از  یزولها 

(TD4) ( به همراه مارکر مولکولیM بر روی ژل آگارز )درصد. 2 

 پایگاه در ردیفی هم و مقایسه الی یابیتو با انجامدر نهایت 

NCBI Blastn باکتری ،TD4 ،100  لاکتوباسیلوس درصد تشابه با
و با شماره  لاکتوباسیلوس برویسنشان داد و به عنوان  برویس

در بانک ژنی  IBRC_M1079و  NCBIدر  KP165844دستیابی 

 و مرکز ملی ذخایر زیستی و ژنتیکی ثبت گردید.

 TD4وتوکسیک باکتری پروبیوتیک بررسی اثر سایت

 و HT-29 یهاسلول یمارحاصل از ت یستاییز درصد

 HEK-293  و  100 ،10 ،1 ،1/0 ،01/0 مختلف یهاغلظتبا

μg/mL 1000 لاکتوباسیلوس برویسکشته شده  هاییباکتر از 

(TD4) 2و شکل  2، 1ساعت در جدول  72و  48، 24مدت  یط 

 سنجیده کنترلنسبت به گروه  Pعدد  شارز. ارائه شده است 3و 

 .است شده

 (TD4) لاکتوباسیلوس برویسبدست آمده،  یجنتا براساس

 یسرطان یهاسلول یربقا و تکث دوز، وابسته به زمان و یدر الگو

 یسلول یتمقدار سم یشترینرا کاهش داد. ب HT-29رده  کولون

 ساعت بود. 72در زمان  μg/ml1000 مربوط به غلظت
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 ،48 ،24ی هازمان( کشته شده توسط حرارت در مدت TD4) لاکتوباسیلوس برویسبا باکتری تیمار شده  HT-29 یسلولمیانگین توان زیستی رده  -1جدول 

 .MTT assayساعت با روش  72

 
ساعت  72و  48، 24 یهادر مدت زمان کشته شده با حرارت  (TD4) لاکتوباسیلوس برویس باکتری با -HEK 293ی میانگین توان زیستی رده سلول -2 جدول

 .MTT assayبا روش 

μg/ml 1000 μg/ml 100 μg/ml 10 μg/ml 1 μg/ml 1/0 μg/ml 01/0 زمان 

3۶/0  ۶1 47/0  70 42/0  7۶ 75/0  81 8۶/0 87 39/0   91 24ساعت 

۶7/0  5۶ 34/0  5/۶0 31/0  ۶9 44/0  75/72 41/0  75/80 35/0  25/84 48ساعت 

41/0  5/50 37/0  5/55 31/0  75/۶1 34/0  54/۶9 37/0  5/75 15/1  5/80 72ساعت 

 

 

مربوط به باکتری  HT-29ی هاسلول: مقایسه اثر سمیت 2شکل 

 72، 48، 24ی هازمانکشته شده با حرارت در  (TD4) لاکتوباسیلوس برویس

کنترل گزارش شده  یهانتایج به صورت درصد بقا در مقایسه با نمونهساعت. 

 (.P  :** ،01/0 P  *** ،001/0P   :n=4 05/0)*: است

 

 

لاکتوباسیلوس  باکتری به مربوط IC50 میزان محاسبه نتایج
و  48، 24 زمان در سه حرارت توسط شده کشته (TD4) برویس

 با شده است. برابر ارائه 3در جدول  ساعت 72

µg/ml 100±47/0 دار معنی کنترل گروه با مقایسه در که بود 

 بود.

 

 

 مربوط به باکتری HEK-293ی هاسلولمقایسه اثر سمیت  -3 شکل
نتایج ساعت.  24،48،72کشته شده با حرارت  (TD4) لاکتوباسیلوس برویس

  کنترل گزارش شده است یهابه صورت درصد بقا در مقایسه با نمونه

:*(05/0 P :** ،01/0 P *** ،001/0P   :n=4.) 

 

 لاکتوباسیلوس برویس یباکتراثر مربوط به  IC50 مقادیر -3 جدول

(TD4)  ساعت. 72و  48، 24 سه زماندر 

TD4-ic50-(HT29) Time (hrs) 
100  47/0  µg /ml 24 

5/1    34/0  µg /ml 48 

09/0    28/0  µg /ml 72 

 

 

 μg /ml 01/0 μg /ml 1/0 μg /ml 1 μg /ml 10 μg /ml 100 μg /ml 1000 زمان

 ساعت24
33/0  5/83 

05/0P>  

28/0 25/74 

05/0P  

32/0 75/۶7 

01/0P  

4۶/0  25/59 

01/0 P 

۶2/0  50 

01/0 P 

28/0  75/44 

01/0 P 

 ساعت48
38/0  5/۶7 

01/0P  

88/0  5/5۶ 

01/0 P 

78/0 75/49 

01/0 P 

28/0 44 

01/0 P 

58/0  5/38 

001/0 P 

3۶/0  35 

001/0 P 

 ساعت72
41/0  75/54 

01/0 P 

35/0 25/49 

01/0 P 

47/0 42 

01/0 P 

۶2/0  75/35 

001/0P  

38/0  75/29 

001/0P  

47/0  75/23 

001/0P  
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 DNAنتایج آزمون قطعه قطعه شدن 

 HT-29رده  یهاسلولاز  DNAنتایج حاصل از استخراج 

 لاکتوباسیلوس برویسمختلف باکتری  یهاغلظتتیمار شده با 

(TD4)  در رده سلولی  آپوپتوزیسحاکی از القاHT-29  .بود

در  حاصل از اثر باکتریقطعه قطعه شده  DNAالگوی نردبانی یا 

 نمایش داده شده است. 4شکل 

 

پس از  HT-29 یهاسلول DNAالگوی قطعه قطعه شدن  -4شکل 

 48پس از گذشت کشته شده  (TD4) برویسلاکتوباسیلوس تیمار با باکتری 

: M،  (2ساعت )چاهک شماره  72( و پس از گذشت 1)چاهک شماره ساعت 

 .bp 100مارکر 

 

 بحث

 ایدن سراسر در عیشا سرطان چهار از یکی تالکولورک سرطان

 غیر تکثیر سرطانی یهاسلول اصلی ویژگی .(13) رودیم شمار به

 شده ریزی برنامه مرگ رابرب در مقاومت و سلولی کنترل قابل

 یهاسلول در آپوپتوزیس بروز باعث هک یعامل نیبنابرا ،باشدیم

. شود شناخته یسرطان ضد ماده عنوان به تواندیم شود، یسرطان

 لیدل به هاسرطان لک دوم یک حداقل هک است شده گفته

 رو نیا از (.14) گردندیم جادیا ییغذا میرژ در موجود باتکیتر

 از یاریبس توجه افراد، سلامت با هاآن ارتباط و ییغذا باتکیتر

 جمله از ها یکوتیپروب هک است ردهک جلب خود به را دانشمندان

 هاییکروارگانیسمم شد، گفته هک طور همان و باشندیم مواد نیا

 دارند وجود افراد یگوارش ستمیس در هک هستند ییزایماریب ریغ

 یدارا یخاص یها یکوتیپروب. دارند زبانیم بر یدیمف اثرات و

 .(14) هستند یسرطان ضد هاییتفعال

مطالعات مختلف و متنوعی پیرامون اثر سایتوتوکسیک و 

پروبیوتیک و  هاییباکترسرطانی توسط  یهاسلولمهار تکثیر 

از جمله عصاره اگزوپلی  هایباکترحاصل از این  یهافرآورده

ره باکتری و باکتری کشته سلولی، اجزای دیوا مایع روییساکارید، 

شده با حرارت انجام گرفته است. لازم به ذکر است که فعالیت 

و از یک سویه  باشدیمضد تکثیری بسیار وابسته به سویه باکتری 

، همچنین بکارگیری اجزا مختلف باشدیمبه سویه دیگر متفاوت 

ر به آن اشاره شد نیز نتایج متفاوتی در مهار تکثی قبلااباکتری که 

دارند. توجه به این نکته  آپوپتوزیسسرطانی و القا  یهاسلول

ضروری است، از آنجایی که غذای سنتی ترخینه و دوغ ترخینه 

یک غذای تخمیری محلی و مختص کشور ایران بوده و سرشار از 

و باکتری بکار رفته در این  باشدیمپروبیوتیک  هاییباکتر

وغ ترخینه جداسازی شده نیز از د لاکتوباسیلوس برویستحقیق، 

و اولین بار است که  آیدیماست و یک باکتری بومی به حساب 

توسط این باکتری مورد بررسی  آپوپتوزیساثر ضد تکثیری و القا 

منعکس کننده اثرات ضد  یقاادق، مطالعاتی که گیردیمقرار 

تکثیری این باکتری باشد محدود است. درادامه سعی شده است، 

 ، ارائه شود.باشندیمی که نزدیک به مطالعه حاضر نتایج مقالات

 بومی باکتری سایتوتوکسیک اثر حاضر، تحقیق در

 روی بر حرارت توسط شده کشته (TD4) لاکتوباسیلوس برویس

 پروبیوتیک باکتری این. شد ارزیابی HT-29 سرطانی یهاسلول

 دوز و زمان به وابسته روند در HT-29رده  سلولی تکثیر مانع از

 ،48 ،24 یهازمان در MTT تست مقایسه از حاصل نتایج .شد

لاکتوباسیلوس  که داد نشان مختلف یهاغلظت در و ساعت 72
 و ساعت 72 زمان در حرارت توسط شده کشته (TD4) برویس

داشت  را سلولی سمیت یرتأث بیشترین µg/ml 1000 غلظت

(47/0  75/23 که این کاهش زیستایی در مقایسه با گروه )

ساعت و  24زمان  ردر مقابل د و( (p<0.001کنترل معنی دار بود 

 از داشت که هاسلول بروی را یرتأث کمترین µg/ml 1/0 غلظت

 .( <05/0Pنبود ) دار معنی کنترل گروه با مقایسه در آماری لحاظ

مختلف  یهاغلظت با HEK-293نرمال رده  یهاسلول تیمار

μg/ml 100،1000 ،10 ،1 ،1/0 ،01/0 کشته شده  یباکتر

 ،48 ،24مدت  طی (TD4) لاکتوباسیلوس برویستوسط حرارت 

 یول ،شد هاسلول یستاییز یزانم کاهشسبب  یزساعت ن 72

 یبا رده سلول یسهمشاهده شده در مقا یتوتوکسیکاثر سا یزانم

HT-29 در یستاییدرصد ز نیزام یکهر کمتر بود. بطوریابس 

 HEK-293 یرده سلول درساعت  72و زمان  μg/ml1000غلظت 

 .گردیددرصد بر آورد   5/50 41/0حدود 

 و همکاران Tavernitiبر طبق مطالعات انجام شده توسط 

L. plantarum ,L. casei , L. bulgaricus درصد  سبب کاهش
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 داده شانن شدند. مطالعات Caco-2و  HT-29 یهاسلولزیستایی 

 سلولی،ه دیوار نظیر هایباکتر از متفاوتی اجزای که است

و حتی باکتری کامل کشته شده  پپتیدوگلیکان، سیتوپلاسم

 یهاسلول برابر رده در پیشگیرانه اثرات دارای توسط حرارت همه

. چون توجه آنها بیشتر بر سیستم ایمنی بدن باشندیم سرطانی

ه رسیدند که باکتری کشته شده به این نتیج هاآنمعطوف بود، 

بوده و دارای اثری متشابه با انواع زنده آن  ترثباتو با  تریمنا

است. در این تحقیق نیز جهت ارزیابی اثرات پروبیوتیک بومی 

 (.15ایران، از باکتری کشته شده توسط حرارت استفاده شد )

بر روی  200۶و همکارانش در سال  Choiمطالعات بر طبق 

 ، L. acidophilus 606 زیادی لاکتوباسیل ها از جملهتعداد 
L.brevis ATCC 8287 , L. casei ATCC 393 ت که توسط حرار

کشته شده بودند نشان داد که سبب کاهش درصد زیستایی 

 HT-29 یسلولکه از رده  هاآنسرطانی شد.  یهاسلول یهارده

 Human Embryo یهاسلولبه عنوان رده سرطانی و از 

fibroblast  یا به اختصارhEF  به عنوان رده نرمال استفاده کردند

و اثر سایتوتوکسیکی کمتری بر رده نرمال نسبت به رده سرطانی 

 لاکتوباسیلوس برویسیر تأثدر نتیجه گزارش کردند. 
 8287 ATCC  که از غلظتml/CFU  810  ،استفاده شده بود

 4۶/1 0/33و  HT-29 یروبر   53/28 74/8درصد زیستایی 

ساعت تیمار مشاهده شد که در  9۶بر روی رده نرمال پس از 

 CFU ml- مقایسه با تحقیق حاضر که از غلظت باکتری به میزان
 HEK-293و  HT-29استفاده شد درصد زیستایی در رده  1010

اثر  برآورد شد. %50و  %23ساعت  72پس از گذشت 

و همکاران  choiبیشتری که در تحقیق  نسبتااسایتوتوکسیک 

( ناشی از در نظر گرفتن زمان %23در برابر  %28مشاهده شد )

ساعت تحقیق حاضر  72ساعت در برابر  9۶تیمار بیشتری یعنی 

باشد که وضعیت وابسته به زمان بودن این اثر را نشان یم

که از لحاظ غلظت باکتری با آزمایشات حاضر  طرفی از دهد.یم

اوت بود نتایج بهتری را نشان و همکارانش متف choiمطالعه 

ی نرمال هاسلولداد. چراکه اثر سایتوتوکسیک کمتری بر روی یم

 حاصل شده است. Choiدر تحقیق حاضر نسبت به مطالعات 

و همکاران نشان داده شد که اثر  choiهمچنین در مطالعه 

 ل سرطانی کمی بیشتر از عصاره باکتری کشته شده بر سلو

همچنین با استفاده از باکتری کشته شده ساکارید بود و پلی

که نیز بیش از نکروز اتفاق افتاد  آپوپتوزیستوسط حرارت، القاء 

نیز مشهود بود و ما نیز شاهد القاء  این امر در مطالعه حاضر

و همچنین اثر سایتوتوکسیکی کمتری در سلول  آپوپتوزیس

 ویسلاکتوباسیلوس بر بودیم. در مطالعه حاضر، HEK-293نرمال 

(TD4 به عنوان باکتری کشته شده و رده سلولی ،)HT-29  به

به عنوان سلول نرمال مورد  HEK-293عنوان سلول سرطانی و 

 (.16استفاده قرار گرفت )

 نیز ،2013 سال در همکارانش و Sadeghi مطالعه در

کاهش درصد زیستایی و تکثیر سلولی با استفاده از 

در  GG کتوباسیلوس رامنسوسلاو  A7 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 یهاغلظتاز  هاآن .رده سلولی نرمال و سرطانی مشاهده شد

باکتری  مایع روییمختلفی از باکتری کشته شده با حرارت و 

نشان دادند که خواص ضد  هاآنبرای مطالعه خود استفاده کردند. 

سرطانی بسیار وابسته به  یهاسلولبر روی رده  هایباکترتکثیری 

آثار ضد  A7 لاکتوباسیلوس پلانتارومبطوریکه . باشدیمسوش 

تری را نشان داد. کاهش درصد زیستایی در رده تکثیری قوی

ساعت با استفاده از  48ی سرطانی و نرمال در زمان هاسلول

( مورد بررسی قرار OD :025/0, 05/0, 1/0  ۶20ی )هاغلظت

روی  گرفت که نتایج درصد زیستایی در بیشترین غلظت بر

و  لاکتوباسیلوس پلانتارومتوسط  HT-29ی هاسلول

 %7/۶2و  %50به ترتیب حدود  GG لاکتوباسیلوس رامنسوس

 48گزارش شد. در حالیکه در تحقیق حاضر علاوه بر زمان 

ساعت نیز مورد بررسی قرار گرفت و در  72ساعت، زمان 

میکروگرم بر میلی لیتر  1000بیشترین غلظت مورد مطالعه که 

ساعت، درصد زیستایی در رده سلولی سرطانی  48ود در زمان ب

HT-29  ،35%  ساعت  72گزارش شد که با افزایش زمان به

رسید که نشان  %23به  HT-29 یسلولدرصد زیستایی در رده 

مورد مطالعه در تحقیق حاضر از  لاکتوباسیلوس برویسدهد یم

برخوردار توان سایتوتوکسیک قویتری نسبت به دو باکتری فوق 

نرمال  یهاسلولاز نظر بررسی اثر سایتوتوکسیک بر روی  است.

و توان زیستایی در  کردندیمبا هم برابری  یباا تقردر دو مطالعه 

و در  %50ساعت، حدود  48و همکاران در زمان  Sadeghiتحقیق 

 72برآورد شد. گفتنی است با افزایش زمان به  %5۶تحقیق حاضر 

در تحقیق  HT-29سرطانی رده  یهاولسلساعت توان زیستی 

توجه دیگر و از جمله نتایج  قائلرسید. نکته  %50به  حاضر

متفاوتی که در تحقیق حاضر نسبت به تحقیق صادقی و همکاران 

و همکاران، اثر  Sadeghiحاصل شد این است که در مطالعه 

پروبیوتیک مورد مطالعه وابسته به  هاییباکترسمیت و مهاری 

مورد مطالعه  یهاغلظتود و هیچ تفاوت معنی داری بین دوز نب

در کاهش درصد زیستایی مشاهده نشد. در حالیکه در تحقیق 

 کاملاا  لاکتوباسیلوس برویسحاضر، اثر مهاری و ضد تکثیری 
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تفاوت معنی  هاغلظتو در تمامی  باشدیموابسته به دوز و زمان 

 (.17) ی در کاهش درصد زیستایی مشاهده گردیددار

Kim که دادند ، پیشنهاد2010 سال در همکارانش و 

 مهار توانایی پروبیوتیک هاییباکتر از آمده دست به ترکیبات

 پروتئوم تجزیه اساس بر هاآن .دارند را هاسرطان از یتعداد

 اتوفاژ طریق به سلولی مرگ در پروتئین چندین که دریافتند

 توسط که باشندیم Beclin-1و  GRP78 شامل دارند که دخالت

 .(18) شوندیم تنظیم سلولی خارج یساکاریدها پلی

لاکتوباسیلوس  پروبیوتیک باکتری اثر نیز حاضر تحقیق در
 سلولی رده بر روی حرارت توسط شده کشته (TD4) برویس

 نتایج با و گردید مشاهده HT-29 یهاسلول رشد و مهار سرطانی

Choi و 200۶ در Sadeghi (1۶، 17داشت ) مطابقت 2013 در. 

 پلی دادند، نشان همکارانش و Ku ،2009 سال در همچنین

 روی یابازدارندهاثرات  بیفیدیوباکتریوم از شده استخراج ساکارید

دارد. این در  MCF-7 و HT-29مانند  سرطانی سلولی رده چند

نیز با  Caco-2حالی بود که به طور همزمان از رده سلول نرمال و 

فاده شد و در دو رده اخیر آنها شاهد تحریک غلظت یکسان است

به این نتیجه رسیدند که پلی ساکاریدها  هاآنرشد سلول بودند. 

زا سلولی سرطان یهاردهخاصیت مهار انتخابی بر روی  توانندیم

داشته باشند ولی در مقایسه با باکتری کامل کشته شده نه تنها 

تحریک آن نیز شد، سبب مهار سلول نرمال نشده بود بلکه باعث 

در حالیکه باکتری کشته شده در تحقیق حاضر سبب کاهش 

 .(19)شد  %50درصد زیستایی تا حدود 

Altonsy ریمس یالقا به خود مطالعه در ارانکهم و 

 ولونک ینومایارسک یهاسلول در آپوپتوزیس ییایندرکتویم

 لوسیتوباسکلا یکوتیپروب هاییباکتر توسط Caco-2 انسانی
 سیتکلا ومیترکدوبایفیب و (L. rhamnosus) سوسرامنو

(Bifidobacterium lactis )(.20کردند ) اشاره 

 شنهادیپ نیز همکاران و Baldwin قاتیتحق از حاصل جینتا

 یازئک لوسیتوباسکلا و لوسیدوفیاس لوسیتوباسکلا هک کندیم
 یسلول رده در آپوپتوزیس یالقا شیافزا باعث توانندیم

 با ادجوانت عنوان به توانندیم و شوند LS315 ینومایکارس

 .(21) شوند گرفته ارک به یدرمان یمیش

 یمهم یمیتنظ ندیفرا آپوپتوزیس با هاسلول رفتن نیب از

بر طبق  ن،یا بر علاوه. باشدیم ها وژنکان برابر در حفاظت یبرا

قادر  سیتکلا ومیترکدوبایفیب از حاصل باتکینتایج محققان، تر

 حیوانی یهامدلدر  بزرگ روده سرطان شرفتیپ است از

 (.22کنند ) جلوگیری

Chiu هک دادند نشان خود قاتیتحق با زین ارانکو هم 

 و رامنوسوس یازئک لوسیتوباسکلا از شده محلول ترشح باتکیتر

 یتیمونوس یایمکلو یهاسلول در آپوپتوزیس یالقا باعث

ایمن  یعامل عنوان به را ها یکوتیپروب توانیم جهی، درنتشوندیم

 یجانب عارضه گونه چیه گرفت که نظر در سرطان با مبارزه یبرا

 .(23ندارند ) یپ در

Mehrabian یسرطان و ضد یجهش ضد اثرات ارانکهم و 

را اثبات نمودند. این در صد  نهیترخ از شده جدا لوسیتوباسکلا

بود. مطالعه  ۶7/39و کمترین آن  38/۶0در بالاترین میزان خود 

حاضر که در راستای استفاده از لاکتوباسیلوس های فوق بود نیز 

  (.24) کرد ییدتأسرطانی آن را  یهاسلولاثر ضد تکثیری 

Kabiriرده رشد توانستند خود هاییشآزما در زین ارانکهم و 

 عصاره توسط را( مزمن یدیلوئیم یایمکلو) K562 یسرطان

 و یازئک لوسیتوباسکلا مانند ییها یکوتیپروب یتوپلاسمیس
 ند.ینما مهار یشگاهیآزما طیشرا در یازئکپارا لوسیتوباسکلا

 زیلوس ها نیتوباسکلا یسلول وارهید هک ردک ثابت هاآن قاتیتحق

 سرطان یهاسلولسلولی در  مرگ یالقا باعث یدار یمعن طور به

به این نتیجه رسیدند که افزایش  هاآن .شوندیم خون یدیلوئیم

سرطانی  یهاسلولی سبب افزایش در مرگ غلظت سیتوپلاسم

. این باشدیمکشی وابسته به دوز شود؛ یعنی فعالیت سلولیم

حاضر نیز بر روی سلول کشته شده، این  یامطالعهمطلب در 

شد. چرا که اثر ضد تکثیری با افزایش دوز )در  ییدتأمطلب را 

μg/ml1000.توانیم شده حاصل جینتا طبق ( افزایش یافت 

 یهاجنس ژهیو به یکوتیپروب هاییباکتر هک گفت

 یسرطان یهاسلول مهار ییتوانا ومیترکدوبایفیب و لوسیتوباسکلا

 به ازین و دارند یشگاهیآزما و یعیطب طیشرا دو هر در را

د یسنج ینیبال سطح در را هاآن ییاراک بتوان هک است یمطالعات

(25). 

Liu  وPan  از ده سویه بومی  2010نیز در سال

لاکتوباسیلوس در تایوان و دو باکتری اسید لاکتیک را مورد 

از اجزاء سیتوپلاسم و باکتری کشته  هاآناستفاده قرار دادند. 

سلول سرطانی کولون و سینه  یهاردهشده توسط حرارت بر روی 

نشان داد، اثر  هاآنجهت آزمایشات خود استفاده کردند. نتایج 

ولی سلول کشته  ،باشدیمفاوت ممانعتی بسته به نوع سوش مت

شده توسط حرارت لاکتوباسیلوس ها کاهش در صد زیستایی بین 

استفاده کردند  μg/ml500ازمقدار  هاآنرا نشان داد.  7/29-۶/79

در مطالعه خود این مقدار را به مقادیر  که در مقایسه حاضر

ساعت  72در زمان  متفاوت بسط دادیم و یهازمانمختلف در 
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صد زیستایی حاصل شد در 75/23تیجه یعنی حدود ن بهترین

(26.) 

با توجه به اینکه اثرات ضد تکثیری و ضد سرطانی 

، به نظر باشدیمسویه  پروبیوتیک وابسته به جنس و هاییباکتر

بومی که با فلور دستگاه گوارشی  هاییباکتراستفاده از  رسدیم

ات تکمیلی، نتایج افراد سازگاری بیشتری دارند و با انجام آزمایش

بومی به عنوان یک  هاییباکترمطلوبتری در بکارگیری از این 

سرطانی در جامعه ایرانی خواهند  یهاسلولمهارکننده رشد 

که  شودیمداشت. با توجه مطالعات و نتایج فوق نشان داده 

پروبیوتیک کشته شده توسط  هاییباکتربررسی در زمینه 

به عنوان  هاآنشتری دارد تا بتوان از بی هاییبررسنیاز به  حرارت

دارویی مکمل که دارای ایمنی بالا و ثبات بیشتری نسبت به انواع 

 استفاده نمود. هاستآنزنده 

 یسلولدر رده  یسلول بقاءدرصد  یزانتوجه به م با

HEK-293 کشته شده  باکتریمشابه غلظت و زمان اثر  یزانبا م

که  رسدیم نظربه  HT-29 یرده سلول یتوسط حرارت بر رو

که  کشته شده توسط حرارت (TD4) لاکتوباسیلوس برویس

باکتری بومی منطقه ایران بوده و با فلور دستگاه گوارش مردم 

 یرو بر یکمتر یتاثر سم کشورمان سازگاری بالایی دارد،

به  HT-29 یسلولبا رده  یسهدر مقا HEK-293نرمال  یهاسلول

نشان دهنده  تواندیمخود  ینا دارد که طانیعنوان سلول سر

 ینو ا بوده یو سرطان نرمال یهاسلول بین یباکتر ینا اثرتفاوت 

کنترل و درمان  جهت مثبت نکته یک عنوان به تواندیمتفاوت 

 مصرف جهت مهم مسائل از یکی زیرا؛ سرطان کاربرد داشته باشد

 سرطانی سلول سرکوب در دارو آن توانایی سرطان، ضد داروهای

انجاییکه  از .باشدیم نرمال یهاسلول روی بر سمی اثر کمترین و

این باکتری دارای سازگاری بالا با فلور دستگاه گوارش مردم 

کشورمان است با بهینه سازی و غنی سازی محصولات خوراکی 

موثری در پیشگیری و درمان سرطان روده  یهاگام توانیم

 برداشت.

 تقدیر و تشکر 

حمات همکاران محترم در آزمایشگاه بدین وسیله از ز

 .شودیمشرکت تک ژن قدردانی 

 تعارض منافع:

پزشکی ایران هیچ  شناسیمیکروببین نویسندگان و مجله  

 وجود ندارد. گونه تعارض منافعی
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