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 ABSTRACT 
 

 Background:  Cancer is one of the most common causes of death in humans. Therefore, there is a need for new cytotoxic 
compounds from natural sources such as native bacteria. The current study aimed at investigating the cytotoxic effects of 
compounds obtained from gram-positive terricolous bacteria on the apoptosis of cells in prostate cancer (PC-3). 

 Materials & Methods:   A total of 70 soil samples were obtained from various locations in Chaharmahal & Bakhtiari province 
(Iran, Spring 2019) and were cultured on Nutrient agar and Trypticase soy agar. After identification of gram-positive species, the 
best species in regards to microbial activity was identified using 16S rRNA gene sequencing. Then, in order to investigate the 
cytotoxic activity, PC-3 cell line was treated in different concentrations of the supernatant from the selected species for different 
durations while viability and apoptosis were determined using MTS and Annexin tests. 

Results:   A total of 467 gram-positive bacteria were isolated from 70 soil samples, among which 9 species had antimicrobial 
capabilities. Among these selected species, Bacillus licheniformis which had the best antimicrobial compounds, was selected for 
further investigation of its viability and apoptosis effects on PC-3 cell line. The MTS with incubation time of 24, 48 and 72 hours 
of the treated cells indicated that the viability is dependent on the dosage an increase in the concentration can result in 
significant decrease in the viability compared to the control group (P<0.05). The amount of apoptosis induction in PC-3 cells also 
significantly increased with increase in supernatant concentration dependent on dosage and time (P<0.05). The largest effect 
was observed at supernatant concentration of 20 mg/mL at 72 hours after cell treatment. 

Conclusion:   Using compounds obtained from gram positive terricolous bacteria can help in treatment of prostate cancer 
cells. 
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Introduction

Today, cancer is one of the most important health 
challenges all over the world and 25% of death cases in the 
United States are due to cancer. Half of all the cancer cases 
occur in Asian countries which make 60% of the world 

population. It has been estimated that the cancer cases will 
increase from 6.1 million in 2008 to 10.6 million in 2030, 
which is due to the significant growth of the world's oldest 
population, and changes in the lifestyle and economic 
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changes in the society (1). In the developed countries, the 
prostate cancer is the second most common cancer (after 
skin cancer) and the second deadliest cancer (after lung 
cancer) in men. So that, one in six men develops prostate 
cancer. The epidemiological studies have also shown that 
hereditary factors play a role in the incidence of 10% of 
these cases. The highest and the lowest prevalence of 
prostate cancer were found in Africa and Asia, respectively 
(2). On the other hand, the first gene locus known to be 
associated with the prostate cancer was the Hereditary 
Prostate Cancer locus-1 (HPCL). Several other candidate 
genes have been identified since this discovery, although 
most of them are less important due to their low frequency. 
Most of the prostate tumors are adenocarcinomas. The 
hereditary history of prostate cancer is an important factor 
in the development of this cancer. The hereditary factors are 
involved in a small percentage of prostate cancers and are 
usually associated with the early onset. In men, increased 
androgen levels are associated with an increased risk of 
prostate cancer. The androgen receptor gene plays an 
important role in the development and progression of 
prostate cancer. Also, AR, HSD3B, 2HSD3B1, SRD5A2, and 
CYP17 genes have a special role in the cell proliferation in 
androgen metabolism in prostate.  

Some polymorphisms in these genes are associated with 
an increased risk of prostate cancer. Mutations in androgen 
receptor are found in almost all cases of prostate cancer, 
and treatment strategies for this cancer emphasize on the 
reducing or eliminating testosterone binding to the 
androgen receptor. The epigenetic changes, especially DNA 
hypermethylation in the promoter regions, play an 
important role in reducing the expression of genes 
important for the care and prevention of prostate cancer. A 
number of molecular and genetic changes have been 
observed in prostate cancer. These factors play a role in the 
onset and progression of prostate cancer. Metastasis-
inhibiting genes are also known in prostate cancer. The 
hypermethylation of promoter regions of some genes 
involved in apoptosis is also known in cancer.  

Prostate cancer, in fact, is the presence of cancer 
cells in this organ, for the increased androgen level of 
the adrenal glands, which cause obstruction in the 
urinary tract (3, 4). The main alarming signs of the 
prostate cancer include: frequent or difficult 
urination, poor urine flow, inability to urinate, urinary 
incontinence, intermittent and poor urine flow, blood 
in the urine, painful ejaculation, persistent low back 
pain and sexual impotence (5). Regardless of the 
gender or racial origin, the strongest known risk factor 
in this case is a family history of the disease. Prostate 
cancer is the most common cancer diagnosed in 
American men. It is more likely for a man who does 
not smoke, to develop about 17% prostate cancer 
more than other cancers (6).  

One of the diagnostic and screening methods for the 
prostate cancer is the prostate gland finger examination 
through the rectum. 

Rapid diagnosis of the prostate cancer is mediated by 
measuring the prostate-specific antibody (PSA) using 
screening tests. The level of this antibody is higher in the 
patients with prostate cancer. In some cases, an infection 
or benign enlargement of the prostate gland can cause 
an increase in the PSA in the blood. Therefore, combining 
the anal examination with PSA level in the blood is a 
more accurate way to diagnose prostate cancer. In the 
next stages, other examinations such as MRI, ultrasound, 
computed tomography and gland sampling are 
performed (7).  

Conventional treatment options for the prostate cancer 
include surgery (complete removal of the prostate gland or 
prostatectomy) (8), cold surgery or cold therapy (9), 
chemotherapy, radiotherapy, and gene therapy (10). There 
are various mechanisms by which these treatments are able 
to control various tumor cells, including induction of 
apoptosis, increased mitochondrial membrane 
permeability, and blocking transduction signals (processes 
that occur in the metabolic pathway) through inhibition of 
the key enzymes, cytomorphological changes due to 
impaired cell differentiation, and tumor-induced 
angiogenesis. Antitumor compounds produced by 
Streptomyces occasionally act by disrupting double-
stranded DNA, leading to detrimental effects on the rapid 
cell proliferation by inhibiting DNA-dependent RNA 
polymerase activity (11).  

Finally, despite the fact that there are different ways to 
treat cancer, cancer is still a common and public concern. 
Chemotherapy is one of the most effective ways to control 
cancer, but it requires a constant supply of the new 
antitumor compounds. Cancer treatment is still a major 
issue for the physicians and the pharmaceutical industry. 
More than 60% of the chemotherapeutic agents used today 
to treat cancer are compounds that have been identified 
from the soil microorganisms or compounds synthesized or 
derived from them with the modified properties (12). 
Because soil is the home to a variety of living organisms, 
including bacteria, fungi, protozoa, nematodes, insects, and 
many other living organisms. The bacterial population can 
reach 108 to 109 cells per gram of dry soil weight at soil 
surfaces. Soil bacteria are very diverse and can be aerobic, 
anaerobic or optional anaerobic. In addition, they can be 
heterotrophic or autotrophic in terms of nutrition (2).  

Studies have shown that the soil and rhizosphere contain 
thousands of unique bacterial species per gram of soil. 
However, today only a very small part of these bacteria that 
are capable of producing secondary biological metabolites 
have been studied.  

Studies have shown that strains of bacteria are able to 
produce a wide range of secondary metabolites encoded by 
gene clusters that are not expressed in vitro. Secondary 



620   In vitro Apoptosis Induction in Prostate Cancer Cells ….. 

Year 14, Issue 6 (November & December 2020)                       Iranian Journal of Medical Microbiology 

metabolites are not directly involved in the growth, 
development, or proliferation of the bacteria, but these 
metabolites may play ecological roles in the interaction of 
these bacteria with other organisms (13). In other words, 
many microbial metabolites are essential drugs in the 
treatment of cancer. Their therapeutic application began 
from 1940 with the discovery of actinomycin, and since then 
many new compounds with anti-cancer properties have 
been identified and isolated from natural sources (12).  

Finally, due to the increasing cancer prevalence, which is 
one of the most important and common causes of death in 
human, there is a need to discover new compounds and 
create independency in the production of anti-cancer 
metabolites and being independent from foreign countries. 
On the other hand, few studies have been done on the 
effect of microbial production metabolites on cancer cells. 
Also, the society needs to identify new biologically active 
compounds produced by endemic bacteria. In this study, 
the anti-cancer effects of metabolites extracted from 
Bacillus licheniformis isolated from the soil of Chaharmahal 
and Bakhtiari province was investigated against prostate 
cancer cell line (PC-3). 

 

Materials and Methods 

The present study is a cross-sectional descriptive 
study that the inclusion criterion is Bacillus licheniformis 
metabolites production and the exclusion criterion is 

the effect of produced metabolites on the apoptosis 
induction in the prostate cancer cells (PC-3). 

Isolation and Identification of Gram-positive 
Bacteria from Soil Samples 

During this study, 70 soil samples were collected from 
different regions of Chaharmahal and Bakhtiari 
province in the spring of 2019 from the depth of 10 to 
15 cm next to the plant roots and transferred to the 
laboratory to isolate and identify the gram-positive 
bacteria (14). To identify their phenotype, following 
culture and purification of bacteria, the macroscopic 
and microscopic characteristics of each isolate were 
examined (15, 16). After initial identification, the best 
isolate in terms of antimicrobial compounds production 
with a wider range of effects was identified using 
molecular identification method. 

Molecular Identification of Gram-positive Bacteria 
Producing Antimicrobial Compounds 

The 16S rRNA gene sequence was used for the 
genotypic identification. First, DNA extraction was 
performed using DNA extraction kit (CinnaGen, Iran). 
Then, to ensure the purity of DNA, the light absorption 
of the sample was measured at 260/280 nm 
wavelength. If the DNA sample is pure, the ratio should 
be above 1.8, otherwise, the DNA is considered impure. 
Forward and reverse primers for 16S rRNA gene were 
synthesized by CinnaGen Company (Table 1).

 

Table 1. Primers sequences for 16s rRNA gene (17). 

Primer Sequence (5'→3') 

1000F16 CAACGAGCGCAACCC 

1429R GGTTACCTTGTTACGACT 

 

To prepare a master mix with a volume of 25 µL, 
sterile distilled water (18 µL) was mixed with 10X PCR 
buffer with (2.5 µL), 0.75 µL MgCl2, 0.5 µL dNTP, 1 µL 
forward and reverse primers (10 pmol/µL), 0.25 μL 
polymerase enzyme and 1 μL of template DNA. 
Finally, the PCR program was performed by thermal 
cycling apparatus (Eppendorf, Germany). To start the 
polymerization process, the thermal cycling machine 
was set at 95°C for 180 sec, followed by 35 cycles of 
95°C for 60 sec, 56°C for 45 sec and 72°C for 60 sec. 
Final elongation was performed at 72°C for 300 sec 
(17). To confirm the amplification of 16S rRNA gene, 
the PCR product was electrophoresed on 1% agarose 
gel. The PCR product was sent to Macrogene Co., 
Korea for sequencing. The obtained sequence was 
evaluated using BLAST software of NCBI (17). 

Bacillus licheniformis Culture 

In order to isolate the products, Bacillus licheniformis 
was cultured in TSB (Trypticase Soy Broth) medium for 

48 hr, and then centrifuged at 12000 g for 10 min. The 
cells were separated from supernatant. The supern-
atant was used to evaluate the cytotoxic activity. For 
this purpose, the supernatant was lyophilized for 7 hr 
and then dried. The samples were stored at -20°C until 
use (14). 

Cytotoxic Effects of Bacillus licheniformis 
Supernatant on PC-3 Cancer Cell 

The PC-3 prostate cancer cell line that is used for the 
prostate cancer research and drug production was 
obtained from the Pasteur Institute of Iran. The PC-3 
cell line was derived in 1979 from grade 4 bone 
metastasis of prostate cancer from a 62-year-old 
Caucasian man. After transferring the flask to the lab, 
the cell media was removed and fresh medium (RPMI + 
FBS10% + Pen / Strep1%) (Sigma Company) was added 
and incubated at 37°C, 5% CO2 and 95% O2 atmosphere. 

To investigate the effect of Bacillus licheniformis 
supernatant on the prostate cancer cells apoptosis, 
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the cells were exposed to different concentrations. 
The experimental groups included: Group I: Cells were 
exposed to 5 mg/ml concentration of Bacillus 
licheniformis supernatant. Group II: Cells were 
exposed to 10 mg/ml concentration of Bacillus 
licheniformis supernatant. Group III: Cells were 
exposed to 15 mg/ml concentration of Bacillus 
licheniformis supernatant. Group IV: Cells were 
exposed to 20 mg/ml concentration of Bacillus 
licheniformis supernatant. Control group: Cells were 
exposed to RPMI1640 culture medium.  

The MTS kit (Promega) is a quantitative and 
colorimetric assay. The MTS is reduced by the 
mitochondrial enzyme succinate dehydrogenase in 
living cells. Briefly, the cells were cultured into 96-well 
plate (5×103 cell/well). After 24 hr and cell confluency, 
the supernatant was replaced with new media 
containing different concentrations of metabolite (5, 
10, 15 and 20 mg/mL for groups I, II, III and IV, 
respectively) and the cells were incubated for 24, 48 
and 72 hr. Untreated cells were considered as control. 
After the incubation times, 20 μL of MTS solution was 
added to each well and incubated for 4 hr. The 
intensity of the color was determined by ELISA reader 
at 492 nm wavelength. All the experiments were 
repeated three times and the data were expressed as 
mean ± SD (18). 

Apoptosis Assay 

The apoptosis induction was assessed using FITC 
Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI, product 
number 556547 (BD Pharmingen, USA). The 
concentrations of 5, 10, 15 and 20 mg/ml of the 
metabolite at intervals of 24, 48 and 72 hr were used 
to evaluate the apoptosis. The cells were trypsinized, 
harvested and centrifuged after washing with PBS 
(Gibco, USA). The Annexin-V dye bound to FITC and 

Propidium iodide (PI) were added (5 μL) and incubated 
for 15 min at room temperature in dark and evaluated 
by flow cytometry (FACSCalibur, USA) (18). 

Statistical Analysis 

Data statistical analysis was performed by SPSS 
software using t-test and ANOVA parametric test. To 
determine the significant difference between the 
treated groups and the control group, the P<0.05 was 
calculated as a significant difference and the results 
were shown as the mean ± SD. 

 

Results 

After collecting and preparing 70 soil samples from 
different regions of Chaharmahal and Bakhtiari 
province, the screening steps were performed on each 
sample separately. From the culture of soil samples on 
the nutrient agar and tryptide soy agar and purification 
of the obtained colonies, 467 gram-positive bacterial 
colonies were isolated. Among them, 9 gram-positive 
isolates with the ability to produce antimicrobial 
metabolites were identified. The best isolate in terms of 
antimicrobial compounds production with a wider 
range of effects was identified by molecular 
identification technique. The 16S rRNA alignment 
results showed that Bacillus licheniformis is the best 
strain in terms of antimicrobial compounds production 
(Figure 1). Finally, the selected strain was used to 
evaluate the cytotoxic effects. 

Cytotoxic Results of Bacillus licheniformis 
Supernatant on PC-3 Cell Line 

The microscopic observations showed the 
morphological changes and a decrease in the cell 
number in the treated groups in a concentration- and 
time-dependent manner (Figures 2 and 3).

 

 

Bacillus licheniformis gene for 16S rRNA, partial sequence  

Sequence ID: dbj|AB275356.1|  Length: 1501      

Score          Expect         Identities      Gaps     Strand 

555 bits(300)           2e-154          348/371(94%)         4/371(1%)     Plus/Plus 

 

Query 16   TTGCGGC-CTCTAAGGTGACTGCCGGTGA-TAACCGGAGGAAgggggggATGACGTCAAA  73 

           ||| ||| |||||||||||||||||||||  ||||||||||||| ||||||||||||||| 

Sbjct 1126 TTG-GGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA  1184 

 

Query 74   TCATCCTGCCCCTTATGACCTGGGCTACCCACGTGCTACAATGGGCATAACAAAGGGCAA  133 

           ||||| |||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| |||||||||||  

Sbjct 1185 TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAG  1244 

Query 134  CGAACCCCCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAATTCGGATCGCAATCTGCA  193 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/125987943?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=BF80ZH1K01R


622   In vitro Apoptosis Induction in Prostate Cancer Cells ….. 

Year 14, Issue 6 (November & December 2020)                       Iranian Journal of Medical Microbiology 

           |||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||| 

Sbjct 1245 CGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCA  1304 

 

Query 194  ACTCCACTGCCTGAAGCTGGAATCCCTAGTAATCCCGGATCAACATGCCGCGGTGAATAC  253 

           |||| ||||| ||||||||||||| ||||||||| ||||||| ||||||||||||||||| 

Sbjct 1305 ACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC  1364 

 

Query 254  CTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG  313 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1365 GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG  1424 

 

Query 314  GTGAGGTAACCTTTTGGAACCAGCCGCCCAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGT  373 

           |||||||||||||||||| ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1425 GTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGT  1484 

 

Query 374  A-CATGTAACC  383 

           | || |||||| 

Sbjct 1485 AACAGGTAACC  1495 

 

Figure 1. The 16S rRNA gene alignment analysis of the selected strain 

 

 

 

Figure 2. The effects of different concentrations of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cell line during 48 hr incubation. 
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Figure 3. The effects of different concentrations of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cell line during 72 hr incubation. 

 

The effect of different concentrations of 
supernatant in PC-3 cell survival was measured at 
24, 48, and 72 hr after treatment. In 24 hr 
treatment, PC-3 cell viability decreased in a dose-
dependent manner in all groups. This decrement 
was significant in groups III and IV compared to the 
control group (P<0.05) (Figure 4). In 48 hr 

treatment, the survival rate decreased in all groups 
in a dose-dependent manner. It was significant in all 
groups compared to the control group (P<0.01) 
except group I (Figure 5). In 72 hr treatment, the 
survival rate decreased significantly in all groups 
compared to the control group (P<0.001) in a dose-
dependent manner (Figure 6). 

 

 

Figure 4. The effect of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cell viability for 24 hr of incubation (*: P<0.05, significant difference 
compared to the control group). 
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Figure 5. The effect of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cell viability for 48 hr of incubation (*: P<0.01 and **: P<0.001, significant 
and highly significant differences compared to the control group). 

 

 

Figure 6. The effect of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cell viability for 72 hr of incubation (*: P<0.01 and **: P<0.001, significant 
and highly significant differences compared to the control group). 

 

Anxin V-FITC test was used to evaluate the apoptosis. 
The PC-3 cells were exposed to different concentrations 
of supernatant for 24, 48 and 72 hr and their effect on 
the rate of apoptosis was measured. The results 
indicated an increase in the percentage of cell death in 
the treated experimental groups (Figures 7, 9 and 11). 
The percentage of viable cells in the treated groups 
decreased compared to the control group by increasing 

dose and duration of treatment. As can be seen in 
Figures 7, 9 and 11, the percentage of viable cells 
decreased in all groups at all three incubation times 
compared to the control group which was statistically 
significant. Also, the percentage of cells in the early and 
late stages of apoptosis increased significantly by 
increasing the supernatant concentrations and 
incubation time (Figures 8, 10 and 12). 
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Figure 7. The effect of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cells apoptosis. The PC-3 cells were incubated with 5-20 mg/ml of 
supernatant for 24 hr. 

 

 

 

 

Figure 8. Percentage of viable cells, early apoptosis and late apoptosis in PC-3 cells treated with different concentrations of Bacillus licheniformis 
supernatant for 24 hr. *: P-value<0.05; **: P-value<0.01 vs. control group. 
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Figure 9. The effect of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cells apoptosis. The PC-3 cells were incubated with 5-20 mg/mL of 
supernatant for 48 hr. 

 

 

 

Figure 10. Percentage of viable cells, early apoptosis and late apoptosis in PC-3 cells treated with different concentrations of Bacillus licheniformis 
supernatant for 48 hr. *: P-value<0.01; **: P-value<0.001 vs. control group. 
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Figure 11. The effect of Bacillus licheniformis supernatant on PC-3 cells apoptosis. The PC-3 cells were incubated with 5-20 mg/mL of 
supernatant for 72 hr. 

 

 

 

Figure 12. Percentage of viable cells, early apoptosis and late apoptosis in PC-3 cells treated with different concentrations of Bacillus licheniformis 
supernatant for 72 hr. *: P-value<0.001 vs. control group. 
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Discussion 

Due to the spread of cancer as one of the most 
important and common causes of human mortality, 
resistance to chemotherapy drugs and several 
disadvantages and sometimes oncogenic harms of 
these drugs, the necessity to discover new compounds 
and create independency from foreign countries in the 
field of antibiotics production and anti-cancer drugs is 
felt. On the other hand, due to the fact that rare 
studies have been conducted in the field of antitumor 
compounds production from endemic bacteria of Iran, 
there is a need to identify new endemic strains 
producing new compounds. Also, the ability to 
produce antimicrobial substances is not only a 
defense tool, but also from a pharmacological point of 
view and due to the side effects of antibiotics and 
resistance of pathogenic microorganisms against 
antibiotics, they can be used effectively in the 
treatment of diseases. Therefore, this study 
investigated the anti-cancer effects of Bacillus 
licheniformis products against prostate cancer cell line 
(PC-3) by cytotoxicity assay. In this study, Bacillus 
licheniformis was used as the best isolate in terms of 
antimicrobial compounds production with a wide 
range of effects to study anti-cancer activity and the 
effect of its compounds was investigated on PC-3 cell 
line viability. 

The PC-3 cell line was treated with Bacillus 
licheniformis supernatants in 4 groups. The results of 
MTS assay in 24 hr incubation with the treatment 
showed that cell viability was dose-dependent, so 
that, with increasing the concentration, the cell 
viability decreased compared to the control group. 
This decrement was significant in groups III and IV 
compared to the control group (P<0.05). Also, in the 
48 hr treatment, all groups except the first group 
showed significant differences from the control group 
(P<0.01) and finally the cells treated for 72 hr, showed 
a dose-dependent decrease in all groups compared to 
the control group. It was significant in all groups 
compared to the control group (P<0.001).  

Phonnok et al. in 2010 investigated microbial 
metabolites and their role in the apoptosis induction in 
cancer cells. They evaluated the effect of 394 microbial 
extracts on the proliferative activity of 4 categories of 
cancer cells using MTT assay. Using these extracts, 
morphological changes such as cell shrinkage, loss of 
surface contact and loss of cell swelling were observed 
in all treated cancer cells (15), which can confirm the 
results of the current study. The cell viabilities showed 
a concentration-dependent decrease compared to the 
control group when exposed to different 
concentrations of supernatant for 24, 48 and 72 hr. 

In 2010, Tuo et al. tested the anti-proliferative 
effect of 7 wild Lactobacillus strains isolated from 

food fermentation on HT-29 cell line isolated from 
laboratory models. The results showed that only 
Lactobacillus coryniformis strain had anti-
proliferative activity on HT-29 cells (19). In the 
present study, different concentrations of Bacillus 
licheniformis supernatant were able to inhibit the PC-
3 cell line growth. 

Moosavi et al. in 2011 investigated the effect of the 
secondary metabolites form Streptomyces sp. 
ABRIINW 111 on K562 cell apoptosis. In their study, 
K562 cell was treated with different concentrations of 
ether-soluble metabolites for 12 to 72 hr. Trypan blue 
dye and DNA fragmentation test were used to 
investigate the growth inhibition and apoptosis 
occurrence, respectively. The data showed that ether-
soluble metabolites inhibited the growth of K562 cell 
line in a concentration- and time-dependent manner 
(20). The current study has presented similar results to 
Mousavi's study in terms of examining the effect of 
produced compounds on cancer cell line and 
apoptosis. In addition, Annexin kit and flow cytometry 
method were used in the present study.  

In a 2013 study, Parsaseresht et al. examined the effect 
of Lactobacillus rhamnosus GG secondary metabolites on 
CacoII cancer cell (colorectal cancer cell line) and showed 
that, Lactobacillus rhamnosus GG metabolites inhibited 
CacoII cancer cell growth at concentrations of 100, 200 
and 300 mg/mL by 60.8%, 72.5% and 82.1%, respectively 
(16). These findings are in line with the findings of the 
present study on the anti-cancer effects of microbial 
compounds. In 2013, Mahmoudi Aslzadeh et al. 
examined the probiotic effect of Bifidobacterium 
bifidium on CacoII cancer cells. To this purpose, 100, 200 
and 300 μL of the supernatants were applied to the 
CacoII cancer cells cultured in 96-well microplates. The 
results showed inhibitory percentage of Bifidobacterium 
supernatant on cancer cells at 55% to 82%, which were 
related to the concentration of 100 μL in 24 hr and 300 
μL in 72 hr, respectively (21). In this study, selective 
bacterial supernatant was used and similar results were 
obtained. 

In 2014, Vijaya Kumar et al. examined the effect of 
metabolites of Bacillus cereus and Bacillus popilliae 
isolated from the infected specimens in Shimoga, 
Karnataka, India, to investigate the anti-cancer and 
cytotoxic properties of various components. The 
extracts obtained from the metabolites of these two 
bacteria were used on normal human liver cells and 2 
types of cancer cells. The results indicated that both 
samples had significant activity. However, the sample 
taken from Bacillus cereus showed a high cytotoxic 
effect, but the metabolites of Bacillus popilliae had 
toxic effects on normal and cancer cells (22). These 
results are similar to the present research, except that 
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in the present study no toxic effects were observed on 
normal cells. 

In 2015, Vazquez-Rivera et al. in Mexico investigated 
the cytotoxic effects of the dipeptide cycle of 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 on apoptosis in 
human cancer cell lines. These compounds showed 
50% inhibitory effect (23), which confirms the results 
obtained in the current study. 

Pasiar et al. in 2016 studied the selective growth 
inhibition of the breast adenocarcinoma cell line using 
metabolites produced by the endemic strain 
Pseudomonas UW4 sp. in the laboratory. In this study, 
the antimicrobial activity of the metabolites of the 
endemic strain Pseudomonas UW4 sp. was 
investigated against some pathogenic bacteria. To 
evaluate the anti-cancer activity, SKBR3 and HU-02 
cells were treated with different concentrations of 5, 
10, 15 and 20 mg/mL for 24, 48 and 72 hr. The 
obtained results showed that Pseudomonas UW4 sp. 
was able to produce antimicrobial metabolites against 
Staphylococcus aureus. Metabolite treatment showed 
that by increasing the concentration in a dose- and 
time-dependent manner, the viability of the cells 
decreased. The maximum effect was related to 20 
mg/ml concentration at 72 hr treatment. While 
metabolites at different concentrations did not have a 
significant effect on normal fibroblasts (18), these 
results confirmed the present study results. 

Zhang et al. in 2017 examined the antitumor 
property of Rhodococcus sp. Lut0910 isolated from 
contaminated soil. The effects of those metabolites 
were investigated on two categories of liver cancer 
cells (HepG2) and uterine cancer cells (Hela). 
Treatment of these cancer cells with the bacterium 
Rhodococcus Lut0910 extract delayed cell 
proliferation in a dose-dependent pattern. Also, oral 
administration of the mentioned bacterial extract to 
the mice with specific tumors resulted in inhibition of 
the tumor growth in comparison with the control 
group (1). This study outcome in the field of cytotoxic 
effects of microbial production compounds was in line 
with the present study. 

Dehnad et al. in 2017 investigated antimicrobial, 
chemical and histopathological properties of the 
secondary metabolites of Streptomyces levis isolated 
from the soils in the Northwest of Iran in in-vitro and 
in-vivo conditions. Their data showed that only the 

ether metabolite had effect on all gram-positive and 
gram-negative microbial strains. The histopathological 
examination results showed that the bacterial 
metabolite has a significant healing effect on 
Staphylococcus aureus wound. The antimicrobial and 
antitumor activities can be due to the presence of 1,2-
Benzenedicarboxylic acid diisooctyl ester and bis (2-
ethylhexyl) phthalate in the metabolite composition 
(24), which were in line with the present study findings 
on the anti-cancer effects of the microbial 
compounds. 

 

Conclusion 

The results of MTS and annexin tests showed that 
the rate of apoptosis in PC-3 cell line increased 
significantly by increasing the concentration of 
Bacillus licheniformis supernatant. Considering that 
cell proliferation and irregular apoptosis are the 
characteristics of cancer cells, Bacillus licheniformis 
supernatant can be used to reduce cell proliferation 
and increase apoptosis for the prevention and 
treatment of prostate cancer. 

 

Acknowledgment 

We would like to express our gratitude and thanks 
to all those who helped us during the implementation 
of this research. It is worth mentioning that this article 
is the result of a part of the Ph.D thesis of  Mr. 
Ahmadreza Shahniani from the Islamic Azad 
University, Kazerun Branch. This article was financially 

supported by the authors . 

 

Ethical considerations  

Ethical issues (Including plagiarism, informed 
consent, misconduct, data fabrication and/or 
falsification, double publication and/or submission, 
redundancy, etc.) have been completely observed by 

the authors. 

Funding and support 

This research resulted from an independent 
research without receiving any financial support. 

Conflict of Interest 

Authors declared no conflict of interest. 

 



Majallah-i mīkrub/shināsī-i pizishkī-i Īrān.  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

630 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 سوپرناتانت ( با استفاده از  PC-3)  پروستات سرطان   یهاسلولدر   یس القاء آپوپتوز 
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  منشاترکیبات جدید با    افتنی  ضرورت  جه ینت  در .  است  یانسان  ری و معوامل مرگ    نیترع یسرطان از شازمینه و اهداف:  

  مثبت گرم  یباکتر  ترکیبات تولیدی  کی توتوکسیس  ریتاث  یبررسهدف    با   مطالعه  نیا. شودیم  احساس  یبوم  یهایباکتراز    یعیطب

 ( انجام شد.PC-3) پروستات سرطان یهاسلول یسآپوپتوز زانیم بر یخاکز

  ی آورجمع1398در بهار سال    (  رانی)ا  یار یبخت  و  چهارمحال  استان  مختلف  مناطق  از  خاک  نمونه  70  تعداد  مواد و روش کار:

  ه یسو  نیمثبت، بهترگرم  یهاهیسو  ییشناسا  دنبالبهآگار کشت داده شدند.  سویآگار و تریپتیهای نوترینتو روی محیط  شدند

  رده  ک،یتوتوکس یس  تیفعال  یبررس  برایشد. سپس    ییشناسا 16S rRNA استفاده از سکانس ژن    با  یکروبیضدم  تیفعال  لحاظ  از

  زان یو سپس م شد ماریت یانتخاب یهانازم مدت در یانتخاب هیسو )مایع رویی( سوپرناتانت مختلف یهاغلظتدر  PC-3 یسلول

 شد. یبررس ن یو آنکس MTSتوسط تست آپوپتوزیس و  یستیتوان ز

را   یکروبیمضد  باتیترک  دیتول  ییتوانا  هاآن سویه از   9جداسازی شد که    مثبتگرم  ی باکتر  467نمونه خاک    70از :هایافته

  توان   زانی مکرد، برای بررسی  یم  دیتول  یبهتر  ی کروبیضدم  باتیترک  کهBacillus licheniformis   ه یسو  هاآن  نی داشتند. از ب

 ماریها با تساعته سلول  72و    48  ،24  ونیبا انکوباس  MTSشد. تست    انتخاب  PC-3  یهاسلولۀ  رد  یرو  سیآپوپتوز  و  یستیز

  داریمعن  کاهشنسبت به گروه کنترل    یستیتوان ز  زانیغلظت، م   شیبا افزا  و   استوابسته به دوز    یستیتوان ز  زان ینشان داد که م

زمان   غلظت سوپرناتانت به صورت وابسته به دوز و شی با افزا PC-3 یها سلولدر آپوپتوزیس . میزان القاء (>0P/ 05نشان دادند )

 72زمان در تریلیلیم/گرمیلیم  20غلظت به مربوط  سوپرناتانت ریتأث بیشترین.  (>0P/ 05)  ابدییم  شیافزا  یداریمعنبه طور  

 .بود هاسلول ماریت از  پس ساعت

 پروستات  سرطان   ی ها سلول به درمان    توان ی م   ی خاکز   مثبت گرم   ی ها ی باکتر آمده از  دست به   بات ی با استفاده از ترک   : گیری نتیجه 

 .پرداخت 
 

 آپوپتوز ، MTS ،پروستات سرطان ، Bacillus licheniformis خاک، :هاواژه  کلید
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 مه مقد     

های سلامتی در جهان  چالش   ن ی از مهمتر   ی ک ی سرطان    امروزه 

به   25بوده و   آمریکا  .  است بروز سرطان    ل ی دل  درصد مرگ و میر در 

دهند،  ی م   ل ی جهان را تشک   ت ی درصد جمع   60که    یی ا ی آس   ی کشورها 

برآورد شده    ن ی چن   ن ی . ا دهد ی م کشورها رخ    ن ی در ا   ها نیمی از سرطان 

  ون ی ل ی م   10/ 6تا    2008نفر در سال    ون ی ل ی م   6/ 1است که آغاز سرطان از  

مسن    ت ی رشد قابل توجه جمع   ل ی به دل   ن ی برسد که ا   2030نفر در سال  

 .  ( 1)  است در جامعه    ی اقتصاد   رات یی و تغ   ی سبک زندگ   ر یی در جهان، تغ 

 دومین  پروستات  سرطان  یافته، توسعه   کشورهای  که در طوری به 

 )پس  آور مرگ  سرطان  دومین  و ( پوست   سرطان  از  )پس  رایج  سرطان 

 به  نفر  یک  مرد  شش  هر  از  که طوری به  . است   مردان  در ( ریه  سرطان  از 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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اپیدمیولوژی می  مبتلا  پروستات   سرطان  مطالعات   نشان   ز ی ن  شود. 

  موارد   درصد   10در  بیماری  این  بروز  در   وراثتی  های عامل  که  اند داده 

 کمترین  و  آفریقا  در  پروستات  سرطان   فراوانی  بیشترین .  دارند   نقش 

 جایگاه  اولین   ی طرف   از  . (2)شود  می  دیده   آسیایی  جمعیت  در  آن  میزان 

   جایگاه  شد،   شناخته  پروستات  سرطان  با  ارتباط  در  که  ژنی 

Hereditary Prostate Cancer locus-1   (HPCL  ) این  از  پس .  بود 

 ها آن  بیشتر  اگرچه  اند، شده  شناخته  هم  دیگر  نامزد  ژن   چندین  کشف 

 اکثر .  هستند  برخوردار  کمتری  اهمیت  از  پایین  فراوانی   دلیل   به 

 سرطان  ارثی  سابقۀ .  هستند  آدنوکارسینوما  پروستات   تومورهای 

 در  ارثی  های عامل .  است  سرطان  این  به  ابتلا  در  مهمی   عامل  پروستات 

  شروع  با  معمولًا و  بوده   درگیر  پروستات  سرطان  موارد  از   کمی  درصد 

  با  همراه  آندروژن  سطح  افزایش  مردان،  در .  هستند  همراه  آن  زودرس 

 مهمی،  نقش  آندروژن  گیرنده  ژن .  است  پروستات  سرطان  خطر  افزایش 

 های ژن  همچنین   همچنین .  دارد  پروستات  سرطان  پیشرفت  و  بروز  در 

AR    و HSD3B  ،2 HSD3B1  ،SRD5A2    وCYP17   متابولیسم  در 

 برخی .  دارند  ای ژه ی و  جایگاه  پروستات  در  سلولی  تکثیر   آندروژن 

در ی چندشکل   همراه  پروستات  سرطان  خطر  افزایش  با  ها ژن  این  ها 

 پروستات  سرطان  موارد  همه  در  تقریباً آندروژن  گیرنده   در  جهش .  است 

 حذف  یا  کاهش  بر  سرطان  این  برای  درمانی  کارهای راه  و   شود، می  دیده 

 ژنتیک، اپی  تغییرات .  دارند  تاکید  آندروژن  ۀ گیرند  به  تستسترون   اتصال 

نواحی   DNA  هیپرمتیلاسیون  ویژه به   در  مهمی  نقش  پروموتر  در 

 سرطان  بروز  از  پیشگیری  و  مراقبت   برای  مهمی  های ژن  بیان  کاهش 

شماری دارند  پروستات   سرطان  در  ژنتیکی  و  مولکولی  تغییرات   از  . 

 سرطان  پیشرفت  و  شروع  در  موارد  این   .است  شده  مشاهده  پروستات 

 سرطان  در  هم  متاستاز  کننده  مهار  های ژن   .دارند  نقش  پروستات 

 ها ژن  برخی  پروموتر  نواحی  اند. هیپرمتیلاسیون شده  شناخته  پروستات 

.  است   شده   شناخته   سرطان   در   ز ی ن   دارند  نقش آپوپتوزیس   در  که 

 به  عضو،  این  در  سرطانی  های سلول  حضور  واقع   در  پروستات،  سرطان 

 در  انسداد  موجب  که  است  کلیوی  فوق  غدد  آندروژن  افزایش   دلیل 

 سرطان  اصلی  ۀ هشداردهند  علایم  . ( 4،3) شوند  ی م   ادراری  دستگاه 

 ضعیف  شدن   جاری  دشوار،  یا  پی  در  پی  کردن   ادرار :  شامل  پروستات 

 ضعیف  و  منقطع  جریان  ادراری،  اختیاری بی  ادرار،   در  توانایی  عدم  ادرار، 

 بخش  مداوم  درد  درد،  با  همراه  منی  خروج  ادرار،  در   خون  وجود  ادرار، 

 نژادی  منشاء  و  جنس  از  مستقل  . (5)  است   جنسی  ناتوانی   و  کمر  پایین 

 ابتلاء  سابقه  مورد  این  در  شده  شناخته  عامل   خطر  ترین قوی  احتمالًا

 در  که  است  سرطانی  ترین رایج  پروستات   سرطان .  است  خانوادگی 

احتمال می  داده   تشخیص  آمریکایی  مردان   که  مرد  یک  اینکه  شود. 

 به  نسبت  شود،  مبتلا  پروستات  سرطان   به  کند نمی  مصرف  هم  سیگار 

  ی ها روش از    ی ک ی .  ( 6) است  بیشتر   درصد   17 حدود  دیگر  های ان سرط 

 توسط  پروستات  غده  سرطان پروستات معاینه   ی گر غربال و    ص ی تشخ 

 با  پروستات   سرطان  سریع  تشخیص .  است رکتوم    ی انگشت   معاینه 

 غربالگری  های آزمایش  از   استفاده   با   پروستات  ویژه  ی باد ی آنت  گیری اندازه 

 مقدار  هستند،  مبتلا  پروستات  سرطان  به  که  در بیمارانی   .است  بیماری  این 

 بزرگی  یا  و  عفونت  موارد   از  برخی  در .  است  بالاتری  بادی در سطح ی آنت   این 

-Prostate  میزان  افزایش  سبب   تواند می  پروستات  غده  حجم  خیم خوش 

Specific Antigen   (PSA  ) مقعد   معاینه  ترکیب  رو، ازاین .  شود   خون   در 

  سرطان   ص ی تشخ   ی برا   ی تر ق ی دق در خون روش    PSA  سطح  تعیین  با  توأم 

  ، MRI  مانند  دیگری  های آزمون  بعدی  مراحل  در .  است   پروستات 

  شود ی م برداری از غده نیز انجام  نمونه و    ی وتر ی کامپ   ی توموگراف   ، ی سونوگراف 

 (7 .)    

  ی جراح :  از   عبارتند   پروستات  سرطان  درمانی  مرسوم  کارهای راه 

  ا ی   سرد   ی جراح ،  (8)(  پروستاتکتومی  یا  پروستات  غده  کامل  )برداشتن 

پرتو ی م ی ش ،  (9)  ی سرمادرمان  .  (10)درمانی    ژن   و   ی درمان درمانی، 

قادر    بات ی ترک   ن ی ا   ها آن   ق ی وجود دارند که از طر   ی مختلف   ی ها سم ی مکان 

شامل    ها سم ی مکان   ن ی که ا   هستند مختلف    ی تومور   ی ها سلول به کنترل  

متوقف    ، یی ا ی توکندر ی م   ی غشا   ی ر ی پذ نفوذ   ش ی افزا   س، ی آپوپتوز   ی القا 

  یی ندها ی )مجموعه فرآ  ی ترانسداکشن   ی ها گنال ی س کردن و بلوکه کردن  

  ، ی د ی کل   ی ها م ی آنز مهار    ق ی ( از طر دهد ی م رخ    ی سم ی متابول   ر ی که در مس 

و    ، ی سلول   ز ی اختلال در تما   جاد ی ا   ل ی دل   به   ی ک ی تومورفولوژ ی س   رات یی تغ 

شده    وژنز ی آنژ  تومور  به القا    ی ضدتومور   بات ی ترک .  هستند وسیلۀ 

مختل کردن    ق ی از طر   ی گهگاه   استرپتومایسس   وسیلۀ   به   دشده ی تول 

DNA   عمل  دورشته تاثیرات  ی م ای  به  منجر  که    ی رو   بار ان ی ز کنند 

وابسته    مراز ی پل   RNA  ت ی مهار کردن فعال   ق ی از طر   ها سلول   ع ی سر   ر ی تکث 

   .(11)   شود ی م   DNAبه  

درمان    ی برا   ی مختلف   ی ها روش   نکه ی ا   از   نظر صرف   ت، ی نها   در 

عنوان یک نگرانی و مشکل  به هنوز سرطان    ی سرطان وجود دارد، ول 

  ی برا   ها روش   ن ی از موثرتر   ی ک ی   ی درمان ی م ی ش .  شود ی م عمومی محسوب  

سرطان   ن   ن ی ا   ی ول   است کنترل  تام   از ی روش  ترک   ن ی به    بات ی مداوم 

  ی مشکل اساس   ک ی دارد. درمان سرطان هنوز هم    د ی جد   ی تومور ضد 

درصد از عوامل    60از    ش ی . ب است   ی داروساز   ع ی پزشکان و صنا   ی برا 

  ی بات ی ترک  روند، ی م کار ه درمان سرطان ب   ی که امروزه برا  ی درمان ی م ی ش 

  بات ی ترک   ا ی   و   شده   یی شناسا   خاک   ی ها سم ی کروارگان ی م هستند که از  

خاک    چراکه .  (12)   هستند   افته ی   ر یی تغ   ی ها ی ژگ ی و با    ها آن از    سنتزشده 

  ها، آ پروتوزو  ها، قارچ   ها، ی باکتر ۀ متنوعی شامل  موجودات زند  ستگاه ی ز 

بس  و  د   ی ار ی نماتودها، حشرات  زنده  است. در سطوح    گر ی موجودات 

هر گرم    ی سلول به ازا   910تا    810  به   تواند ی م   ها ی باکتر   ت ی خاک جمع 

برسد.   فراوان   ی خاکز   ی ها ی باکتر وزن خشک خاک  و    ی تنوع  دارند 



 ... پروستات  سرطان یهاسلولدر آپوپتوزیس القاء   | و همکارانی انیشهن  احمدرضا

632 

 

هوازی اختیاری باشند. علاوه بر این،  ی ب   هوازی و یا ی ب   ، ی هواز   توانند ی م 

  ی طرف   از .  (2)اتوتروف باشند    ا ی هتروتروف    توانند ی م از نظر نوع تغذیه  

  هزاران   ی حاو   زوسفر ی ر   منطقه   و   خاک   که   است   داده   نشان   مطالعات 

حال امروزه    ن ی . با ا است ۀ باکتریایی منحصر به فرد در هر گرم خاک  گون 

بس  بخش  ا   ی کم   ار ی تنها  تول   یی ها ی باکتر   ن ی از  به  قادر    د ی که 

. مطالعات  اند شده هستند، کشت و مطالعه    ی ست ی ز   یۀ ثانو   ی ها ت ی متابول 

  ف ی ط   د ی قادر به تول   ها ی باکتر از    یی ها ه ی سو   ی نشان داده است که حت 

های ژنی  خوشه وسیلۀ  به که    هستند   ه ی ثانو   ی ها ت ی متابول   از   ی ا گسترده 

این  ی م کد   .  گردند ی نم   ان ی ب   ی شگاه ی آزما   ط ی در شرا   ها ژن شوند که 

  یی ها ی باکتر طور مستقیم در رشد، نمو یا تکثیر  به   ه ی ثانو   ی ها ت ی متابول 

ممکن است    ها ت ی متابول   ن ی ا   ی نقش ندارند ول   کند ی م   د ی را تول   ها آن که  

با    ها آن   دکننده ی تول   ی ها ی باکتر   کنش ان ی م در    ی ک ی اکولوژ   ی ها نقش 

باشند    گر ی د   ی ها سم ی ارگان  د (13) داشته  عبارت  به  از    ی ار ی بس   گر ی . 

.  هستند درمان سرطان    ی برا  ی ضرور   ی داروها   ی کروب ی م  ی ها ت ی متابول 

اکت   1940از سال    ها آن   ی کاربرد درمان  با کشف  شروع    ن ی س ی نوما ی و 

از    ی ضد سرطان   ی ها ی ژگ ی و با    ی اد ی ز   د ی جد   بات ی شده و از آن پس ترک 

 .  (12)شده اند    ی و جداساز   یی شناسا   ی ع ی منابع طب 

  ی ک ی سرطان که    روزافزون   و   ع ی شا   گسترش   به   توجه   با   ت ی نها   در 

مهمتر  برای  ع ی شا و    ن ی از  نیاز  است،  میرانسانی  و  مرگ  عوامل  ترین 

  ی ها ت ی متابول   د ی تول   نه ی در زم   تقلال کشف ترکیبات جدید و ایجاد اس 

. از  شود ی م احساس   گانه ی ب   ی به کشورها   ی و عدم وابستگ   ی ضد سرطان 

  ی ها ت ی متابول   ر ی تاث   نه ی در زم  ی از آنجا که تاکنون مطالعات کم  ی طرف 

  ز ی صورت گرفته است و ن   ی سرطان   ی ها سلول   ی بر رو   ی کروب ی م   ی د ی تول 

  ی د ی تول   ی ست ی فعال ز   بات ی ترک   یی جامعه در جهت شناسا   از ی با توجه به ن 

  ی ضدسرطان  اثرات  ق ی تحق   ن ی ا  در   لذا  ، ی بوم   ی ها ی باکتر توسط  د ی جد 

  ی جداساز   Bacillus licheneformis  ی استخراج شده از باکتر   بات ی ترک 

 سرطان   ی رده سلول   ه ی عل   ی ار ی بخت   و   چهارمحال   استان شده از خاک  

 

 قرار گرفته است.   ی بررس   مورد (  PC-3پروستات )   
 

 روش پژوهش 

ورود    ار ی مع   که است    ی ف ی توص - ی مقطع   حاضر   مطالعه 

سوپرناتانت    اثر   ی خروج   ار ی و مع   Bacillus licheniformis   سوپرناتانت 

 . است   PC-3)پروستات )   سرطان   ی ها سلول   در آپوپتوزیس  ی  القا بر  

 های خاک مثبت از نمونه گرم   ی ها ی باکتر   یی شناسا   و   ی جداساز 

استان    70مطالعه  نیا  در مختلف  مناطق  از  خاک  نمونه 

  یمتریسانت  15تا    10از عمق    1398در بهار   یاریبخت  و   چهارمحال

آزما  و  یآورجمع  اه یگ  شهیر  کنار جداساز  شگاه، یبه  و    یجهت 

شد گرم  ی هایباکتر  ییشناسا داده  انتقال  دنبال    به.  (14)  مثبت 

و     ها، آن  یپیفنوت  یی شناسا  جهت  ها،یباکتر  یسازخالصکشت 

م  ی ماکروسکوپ   یهایژگیو جدا  یکروسکوپ یو    شد  یبررس  هیهر 

از لحاظ   هیجدا  نیبهتر  ه،یاول  ییبه دنبال شناسا   تیدرنها.  (16،  15)

با استفاده از    تر،گستردهاثر    فیبا ط   ی کروبیضد م  باتیترک  دیتول

   .د یگرد تیهو نییتع یمولکول  ییشناسا روش

  دکننده ی تول   مثبت گرم   ی باکتر   ی مولکول   یی شناسا 

 ی کروب ی ضد م   بات ی ترک 

استفاده    16S rRNAاز سکانس ژن    ی پ ی ژنوت   یی شناسا   جهت 

استخراج  د ی گرد  ابتدا   .DNA   ک از  استفاده    DNAاستخراج    ت ی با 

سپس  ران ی ا - ناژن ی )س  گرفت.  انجام  بودن    نان ی اطم   برای (  خالص  از 

DNA ،   که    260/ 280  موج   طول   در   نمونه   ی نور   جذب خوانده شد 

  ی ناخالص تلق   DNA  صورت ن ی ا   ر ی بالا باشد. در غ   1/ 8از    د ی نسبت آن با 

  16S rRNAژن  ی برا   ورس ی فوروارد و ر  ی مرها ی ادامه پرا  در .  گردد ی م 

  . ( 1)جدول     شد   ه ی ته   ران ی ا   ناژن ی س   شرکت   توسط 

 

 16s rRNA (17 ) ژن   یبرا ورسیر  و فوروارد ی مرهای پرا ی توال .1 جدول

 3→'5 ها پرایمر 

1000F16 

1492 R 

CAACGAGCGCAACCC 

GGTTACCTTGTTACGACT 

 

 تر ی کرول یم   18  تر،ی کرول ی م   25حجم    با   کس ی مستر م   ه ی ته   ی برا 

 0/ 75برابر،    10با غلظت    PCRبافر    تر ی کرول ی م   2/ 5  ل،ی آب مقطر استر 

 از   تر ی کرول ی م   dNTP  ،1  تر ی کرولی م   MgCl2  ،5 /0  تر ی کرول ی م 

،  pmol/µL10  غلظت)با    ورس ی ر   و  فوروارد   ی مرها ی پرا   )25 /0 

مخلوط   را الگو    DNAاز    تر ی کرول یم   1و    مراز ی پل   میاز آنز   تر ی کرول ی م 

-)اپندورف   کلری توسط دستگاه ترمال س   PCR  ندی فرا   تا ی کرده و نها 

 لمان( انجام شد. آ 

ا فرآ  یبرا  کیتکن  نیدر  دستگاه   ونیزاسیمر  ی پل  ندیآغاز 

 وس یسلسدرجه    95  ی دما  یبر رو  هیثان  180به مدت    کلریترمال س

متعاقباً    دیگرد  میتنظ صورت    PCR  کلیس  35و  درجه    95به 
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  72و    ه ی ثان   45  ی برا   وس ی سلس درجه    56،   ه ی ثان   60  ی برا   وس ی سلس 

  300به مدت    ت ی . در نها د ی اجرا گرد   ه ی ثان   60مدت   ی برا   وس ی سلس درجه  

 . ( 17)   انجام شد   وس ی سلس درجه    72در  یی نها   ی ساز ل ی عمل طو   ز ی ن   ه ی ثان 

 PCR  محصول  ،16S rRNAژن    ری از تکث   نان ی اطم   برای   سپس 

 ی توال  نیی جهت تع   تی نها . در  شد   الکتروفورز    %1  آگارز   ژل  یرو   بر 

محصول    تری کرول ی م   16S rRNA ،  50ژن   کمپان  PCRاز   ی به 

از    ن ی ماکروج   16S rRNAژن    یتوال   ن یی تع کره فرستاده شد. پس 

نرم دست به   یژن   ی توال  ،جداشده از  استفاده  با   BLASTافزار  آمده 

 .(17) شد   ی ابیارز    NCBI  تی موجود در سا 

   Bacillus licheniformis  کشت 

ترکیباته ب  جداسازی   Bacillus   ، ید ی تول   منظور 

licheniformis   کشت    طی مح   درTSB (Trypticase Soy Broth)  ،به 

 g   12000دور  در   وژ ی ف ی سانتر ساعت کشت داده شد، سپس    48مدت  

از   هاسلول   آن   دنبال  به   گرفت،آن انجام    ی رو   بر  قهی دق   10به مدت  

رویی(  سوپرناتانت از    ی جداساز   )مایع  فعالیت  آن و  بررسی   برای 

 سوپرناتانتاز    cc 2شد. برای این منظور مقدار استفاده    ک ی توتوکس ی س 

به مدت   زاتور،ی ل ی وف ی ل های لیوفیلیزه ریخته و درون دستگاه  ال ی و درون  

فر  7 خشک    ز ی ساعت  سپس  زمان ه ی ته   یها نمونه شد.  و  تا  شده 

درجه   -20  زر ی فر   در   ک ی توتوکس ی سا   رات ی تاث   یبررس   یبرا استفاده  

 (. 14) شد    ی نگهدار   وس ی سلس 

 Bacillus  سوپرناتانت   ک ی توتوکس ی س   رات ی تاث   ی بررس 

licheniformis     ۀ سلولی سرطانی  رد   ی بر روPC-3 

سلول  در  رده  حاضر   سرطان  ی ها سلول   PC-3  ی پژوهش 

 رده  ک ی    PC-3.شد   ه ی ته   ران ی ا   پاستور   تو ی انست   مرکز  از   پروستات

سرطان پروستات   قاتی پروستات است که در تحق   یسرطان   یها سلول 

از   1979در سال    PC-3  ی سلول   ۀشود. رد ی دارو استفاده م   د یو تول 

ساله   62مرد    کی سرطان پروستات در    4درجه    یمتاستاز استخوان 

 . است   ه شد  گرفته  ی قفقاز 

فلاسک    پس انتقال  انست   از  T-25از  ا   توی مرکز   ران،ی پاستور 

مح   ها سلول   یی رو   ط ی مح  و  شده  تازه   ط ی برداشته 

 (RPMI+FBS10%+Pen/Strep1%  شرکت(  )Sigma  به  ها آن ( 

 درجه   37  ی )دما دار    2CO  انکوباتور   درون   به   سپس   و   شد اضافه  

 . شدند   منتقل ( 2O 95%  و     2CO 5% وس، ی سلس 

 Bacillusسوپرناتانت برای بررسی تاثیر  :  ی ش ی آزما   یها گروه 

licheniformis    انسان  پروستات   سرطان   ی ها سلول آپوپتوزیس    بر 

 (PC-3  ،) مختلف قرار گرفتند.   یها غلظت در معرض  ها سلول 

غلظت    هاسلول :  I  گروه معرض   تر ی ل ی لی م / گرم ی ل ی م   5در 

 .گرفتند  قرار   Bacillus licheniformis  سوپرناتانت

غلظت    ها سلول :  II  گروه  معرض   تری ل ی ل یم / گرم ی لی م   10در 

 .گرفتند  قرار  Bacillus licheniformis سوپرناتانت 

غلظت    هاسلول :  III  گروه  معرض   تر ی ل ی ل ی م /گرم ی لی م   15در 

 .گرفتند  قرار   Bacillus licheniformis سوپرناتانت 

غلظت    هاسلول :  IV  گروه معرض   تر ی ل ی لی م / گرم ی ل ی م   20در 

 .گرفتند  قرار   Bacillus licheniformis سوپرناتانت 

مح   ها سلول کنترل:    گروه معرض   کشت    طی در 

RPMI1640  شرکت(Sigma  ) ت ی ک  گرفتند  قرار MTS   (Promega ،)

رنگ  یکم   آزمون  ک ی  اح   یو  آنزیم ه ب   ، MTS  اءی است.  وسیله 

زنده رخ  یها سلول میتوکندریایی سوکسینات دهیدروژناز و تنها در 

 هایخآن   96  ت ی پل   یها چاهک   برای بررسی در هر یک از .  دهد ی م 
با   ییرو  ط ی ساعت مح   24کشت داده شد و پس از    سلول  5× 310

 20و    15،  10،  5  تی متابول   مختلف   یها غلظت   ی حاو   دی جد  ط ی مح 

برای   ها سلول و    ن ی گز ی ( جا  IVو    I ،   II ،  III)گروه    تر ی ل ی لی م / گرم ی ل ی م 

 ی ها سلول شدند. از    یکشت نگهدار   ط ی در شرا   ساعت   24،  48،  72

 های ان زم گذشت  از  بعد  . استفاده شد عنوان کنترل  به   مار ی ت بدون  

به هر چاهک اضافه   تر ی کرول ی م   20  زان ی به م   MTSنظر، محلول    مورد 

م   4و به مدت    د یگرد  انکوبه شدند.  انکوباتور   رنگ  زان ی ساعت در 

 ن یی تع  نانومتر   492 موج  طول  در  در یر  زا ی الا  دستگاه  توسط  دی ی تول 

آزما  یتمام   .شد  و    شی مراحل  شد  تکرار  بار  صورت به ها  داده سه 

 . (18)شدند   ان یب   SD  ±میانگین 

طر   ،PC-3سلولی  ۀ  رددر  آپوپتوزیس  ی  القا  تست   ق ی از 

Annexin V-FITC/PI،   ک از  استفاده   FITC Annexin V  ت ی با 

Apoptosis Detection kit  (BD Pharmingen, USA  ،)شماره  با 

، 10،  5های  غلظت  از .  گرفت  قرار  ی ابیارز   مورد (،  556547)   محصول 

و   48، 24های زمانی  ه در باز  ت ی متابول  تر ی ل ی ل ی م /گرم ی لی م  20و   15

را پس از شستشو   ها سلول .  شد   استفاده آپوپتوزیس    ی بررس  ی برا   72

 و   نموده   جدا   ت ی پل   از (  کا یآمر   ، Gibco)   ن ی پس ی تر   م ی آنزو    PBSبا  

به    Annexin-Vهای  گ رن .  شدند   فوژ ی سانتر  -FITC   ( BDمتصل 

Pharmingen   (BD     وPropidium iodide; BD Pharmingen)   (PI 

م   ط ی مح   و  اتاق   دمای  در  قهی دق   15مدت   به   تری کرول ی م   5  زان ی به 

 تومتری ی فلوسا   دستگاه   توسط   شمارش   آماده  و   شدند  انکوبه   کی تار 

 (Calibur FACS ، آمریکا  )صورت   410  واحد   در  یسلول   شمارش 

  (.18) شدند   گرفت،
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ن   ی آمار   ز ی آنال   و   ها داده   تحلیل   و   تجزیه   از   استفاده   با   زی آن 

 نیی تع   یانجام شد. برا   ANOVA  کی تست پارامتر   وt-test افزار  نرم 

شده با هم و با   مار ی ت   یها گروه   ن یب   ی دار ی معنکه کجا اختلاف    ن ی ا 

محاسبه شده    دار ی معن عنوان اختلاف  به   >0P/ 05گروه کنترل وجود دارد،  

 نشان داده شده است.   انحراف معیار   ±صورت میانگین  به   ج ی است و نتا 

 هایافته 

  خاک   نمونه   70سازی آماده و   ی آور جمع از  پس پژوهش   ن ی ا  در 

بر    ی گر غربال   مراحل   ، ی ار ی چهارمحال و بخت  استان   مختلف   مناطق   از 

  ی ها نمونه کشت    از   جداگانه انجام گرفت.   طور به   ها آن از    ک ی هر   ی رو 

  ی آگار و خالص ساز   ی سو   ی پت ی آگار و تر   نت ی نوتر   ط ی مح   ی خاک بر رو 

  جداسازی گردید.   مثبت گرم  ی باکتر   ی کلن   467  آمده،   بدست   ی ها ی کلن 

ضد    ی ها ت ی متابول   د ی تول   یی توانا   با   مثبت گرم   ه ی جدا   9  ها آن   ان ی م   از 

تول   ه ی جدا   ن ی بهتر شد.    یی شناسا   ی کروب ی م  لحاظ  ضد    بات ی ترک   د ی از 

ط   ی کروب ی م    ی مولکول   یی شناسا   ک ی تکن   توسط   تر، گسترده اثر    ف ی با 

  ن ی بهتر   که   داد   نشان   16S rRNA  ژن   منت ی آلا   ج ی نتا .  شد   ت ی هو   ن یی تع 

  Bacillus licheniformis ی کروب ی م   ضد   بات ی ترک   د ی تول   لحاظ   از   ه ی سو 
  رات ی تاث   ی بررس   برای   ی انتخاب   ه ی سو   ت ی نها   در   (. 1  شکل )   است 

 . د ی گرد   استفاده   ک ی توتوکس ی س 

 Bacillus  سوپرناتانت   ک ی توتوکس ی س   رات ی تاث   ی بررس 

licheniformis   ۀ سلولی سرطانی رد   ی رو  PC-3 

مورفولوژی  نشان   ی کروسکوپ ی م   مشاهدات  تغییرات    و دهندۀ 

صورت وابسته به غلظت  به   مارشده ی ت   ی ها گروه در    ها سلول کاهش تعداد  

 (.   3و    2) شکل    است و زمان  

 

Length: 1501       dbj|AB275356.1|Sequence ID:  

 

Score 

 

         Expect 

 

        Identities 

 

     Gaps 

 

    Strand 

555 bits(300)           2e-154          348/371(94%)         4/371(1%)     Plus/Plus 

  
    

Query 16   TTGCGGC-CTCTAAGGTGACTGCCGGTGA-TAACCGGAGGAAgggggggATGACGTCAAA           73 

           ||| ||| |||||||||||||||||||||  ||||||||||||| ||||||||||||||| 

Sbjct 1126 TTG-GGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA  1184 

 

Query 74   TCATCCTGCCCCTTATGACCTGGGCTACCCACGTGCTACAATGGGCATAACAAAGGGCAA    133 

           ||||| |||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| |||||||||||  

Sbjct 1185 TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAG  1244 

 

Query 134  CGAACCCCCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAATTCGGATCGCAATCTGCA  193 

           |||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||| 

Sbjct 1245 CGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCA  1304 

 

Query 194  ACTCCACTGCCTGAAGCTGGAATCCCTAGTAATCCCGGATCAACATGCCGCGGTGAATAC  253 

           |||| ||||| ||||||||||||| ||||||||| ||||||| ||||||||||||||||| 

Sbjct 1305 ACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC  1364 

 

Query 254  CTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG    313 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1365 GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG    1424 

 

Query 314  GTGAGGTAACCTTTTGGAACCAGCCGCCCAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGT  373 

           |||||||||||||||||| ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1425 GTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGT  1484 

 

Query 374  A-CATGTAACC  383 

           | || |||||| 

Sbjct 1485 AACAGGTAACC  1495 

 

 ی انتخاب  هی سو  16S rRNAژن   نمنتیآلا ز یآنال .1شکل

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/125987943?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=BF80ZH1K01R
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 ون یانکوباس  ساعت 48 زمان مدت  در PC-3 یهاسلولۀ  رد بر  Bacillus licheniformis سوپرناتانت مختلف  یهاغلظت ریتاث .2 شکل

 

 
 ون یانکوباس  ساعت 72 زمان مدت  در PC-3 یهاسلولۀ رد بر  Bacillus licheniformis سوپرناتانتمختلف  ی هاغلظت ریتاث .3شکل

 

بقا،    زان ی م   بر   PC-3در رده    سوپرناتانت مختلف    ی ها غلظت   ر ی تاث 

  24  مار ی ت   در  شد.   ی ر ی گ اندازه  مار ی ساعت پس از ت   24،  48،  72  ی سلول 

به صورت وابسته به دوز    PC-3رده    ی ست ی توان ز   ها گروه ساعته، در همه  

بودند    دار ی معن نسبت به گروه کنترل    IVو    IIIگروه    که  کرد   دا ی کاهش پ 

 (05 /0P< )   (  در ت 4شکل .) بقا، به    زان ی م   ها گروه ساعته، در همه    48  مار ی

اختلاف نسبت به گروه    ن ی که ا   کرد   دا ی پ   کاهش   دوز   به   وابسته   ورت ص 

گروه   جز  به    مار ی ت   در  (. 5شکل  )     ( >0P/ 01) بود    دار ی معن   Iکنترل 

صورت وابسته به دوز کاهش پیدا  به بقا،    زان ی م   ها گروه ۀ  هم ساعته، در  72

    ( >0P/ 01)   بودند   دار ی معن نسبت به گروه کنترل    ها گروه همه    که  کرد 
 (. 6شکل  ) 
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نسبت    داریمعناختلاف    ،(>05/0P). )*= ونیساعت انکوباس  24در مدت    PC-3  یرده سلول  یستیتوان ز   زانیم  بر   Bacillus licheniformis سوپرناتانت  ریتأث.  4شکل  

 به گروه کنترل( 

 

 
نسبت به    داریمعناختلاف    ،(>01/0P). )*= ونیساعت انکوباس  48در مدت    PC-3  یرده سلول  یستیتوان ز  زانیم  بر   Bacillus licheniformis سوپرناتانت  ریتأث  .5شکل  

 گروه کنترل( 

 

 
نسبت به گروه     داریمعن، اختلاف  (>01/0P) )*   ونیساعت انکوباس  72در مدت    PC-3  ی رده سلول  یستیتوان ز   بر    Bacillus licheniformis سوپرناتانت  ریتاث.  6شکل  

   نسبت به گروه کنترل(    داریمعن، اختلاف (>001/0P)کنترل، **= 
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 V-FITC  ن یاز تست آنکس آپوپتوزیس    زان ی م   ی بررس   ی برا 

شد.   مدت    ها سلول استفاده  تحت    72و    48،  24به  ساعت 

تاث   قرار سوپرناتانت    مختلف   ی ها غلظت  و   یها غلظت   ر یگرفتند 

سلولی  رد در    سوپرناتانت مختلف   م   PC-3ۀ  آپوپتوزیس   زان ی بر 

ت  از  ا   ج ی نتاشد.    ی ری گ اندازه   مار یپس  از  از   نی حاصل  تست خبر 

سلول   ش ی افزا  مرگ  ت   ی ش ی آزما   ی ها گروه در    ی درصد   ماریتحت 

درصد  طوری ه ب .  دهد ی م  تیمار  زمان  طول  و  دوز  افزایش  با  که 

  کنترل  گروه   با   سهی مقا   در   ماری ت   تحت  ی ها گروه زنده در    ی ها سلول

 .است   افته ی   کاهش 

شود، درصد  ی م   ده ی د   11و    9  ، 7  های طور که در شکل  همان 

نسبت   ون ی در هر سه زمان انکوباس  ها گروه های زنده در سایر  سلول

را نشان   ا   دهد ی م به گروه کنترل کاهش  از نظر   ن ی که  اختلاف 

معن   ی آمار  کنترل  گروه  به  )  ی نسبت  است  .  (>0P/ 05دار 

ابتدا   یی ها سلول درصد    ن یهمچن  مرحله  در  انتها   یی که    ییو 

افزا آپوپتوزیس   با  زمان   سوپرناتانت غلظت    ش ی هستند  طول  و 

افزایش درصد   افته ی   ش ی افزا   ون ی انکوباس این  آپوپتوزیس اند، که 

ساعت    72و    48،  24نیز نسبت به گروه کنترل در هر سه زمان  

. ( 12،  10،  8های  شکل )   است دار معنی 
 

 
 .ساعت انکوبه شدند   24به مدت    سوپرناتانت از    تر ی ل ی ل ی م / گرم ی ل ی م   5- 20  با    PC-3  ی ها سلول    PC-3.  ی ها سلول آپوپتوزیس    بر    Bacillus licheniformis سوپرناتانت   ر ی تاث   . 7شکل  

 

 
مدت    به   Bacillus licheniformis  سوپرناتانتمختلف    یهاغلظتبا    ماریتحت ت  PC-3  یهاسلولدر    ییانتها آپوپتوزیس  و    هیاولآپوپتوزیس  زنده،    یهاسلول  درصد.  8شکل  

 در مقابل گروه کنترل. **(P>01/0)  ؛*(P>05/0)ساعت.  24
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 .ساعت انکوبه شدند   48به مدت    سوپرناتانت از   تر ی ل ی ل ی م / گرم ی ل ی م   5- 20  با    PC-3 ی ها سلول    PC-3.ی ها سلول آپوپتوزیس  بر    Bacillus licheniformis   سوپرناتانت   ر ی تاث   . 9  شکل 

 

 

  به    Bacillus licheniformis سوپرناتانت مختلف   یهاغلظتبا   ماریتحت ت PC-3 یهاسلولدر  ییانتها آپوپتوزیس و  ه یاولآپوپتوزیس زنده،   یهاسلولدرصد  .10شکل 

 در مقابل گروه کنترل. **(P>001/0)؛ *(P>01/0)  ساعت 48 مدت

 

 

 .ساعت انکوبه شدند   72به مدت    سوپرناتانت از    تر ی ل ی ل ی م / گرم ی ل ی م   5- 20  با    PC-3 ی ها سلول    PC-3.  ی ها سلول آپوپتوزیس    بر    Bacillus licheniformis سوپرناتانت   ر ی تاث   . 11  شکل 
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   Bacillus licheniformis  سوپرناتانتمختلف    یها غلظت با   مار ی تحت ت   PC-3  ی هاسلول در    ییانتها آپوپتوزیس و    ه یاول آپوپتوزیس زنده،   ی هاسلول  درصد   . 12شکل  

 در مقابل گروه کنترل.   * ( P>0/ 001) ساعت.   72مدت    به

 بحث

به   با  سرطان  گسترش  به  مهم   ی ک ی عنوان  توجه  و    ن ی تر از 

م   ن ی تر ع ی شا  و  مرگ  داروها ی انسان   ر ی عوامل  به  مقاومت    ی ، 

دسته از داروها،    ن ی ا   ک ی و گاه انکوژن   ده ی و مضرات عد   ی درمان ی م ی ش 

به    ی و عدم وابستگ   لال استق   جاد ی نیاز برای کشف ترکیبات جدید و ا 

زم   گانه ی ب   ی کشورها  داروهای ک ی وت ی ب ی آنت   د ی تول   نه ی در  و  ضد    ها 

  ی مطالعات نادر   نکه ی با توجه به ا   گر، ی د   ی سو . از  شود ی م   حس   ی سرطان 

  صورت   ران ی ا   ی بوم   ی ها ی باکتر از    ی ضدتومور   بات ی ترک   د ی تول   ۀ ن ی در زم 

ن است   گرفته  شناسا   از ی ،  کننده  د ی تول   ی بوم   د ی جد   ی ها ه ی سو   یی به 

با    ی مواد   د ی تول   یی توانا   ن ی همچن .  شود ی م احساس    د ی جد   بات ی ترک 

از    ، است   ی ابزار دفاع   ک ی عنوان  نه تنها به   ، ی کروب ی ضدم   ت ی ل فعا  بلکه 

دارو  نظر  جانب   یی نقطه  اثرات  به  توجه  با  مقاومت    ی و  و 

  ی طور موثر به   تواند ی م   ها، ک ی وت ی ب ی آنت   ه ی پاتوژن عل   ی ها سم ی کروارگان ی م 

  ی مطالعه به بررس  ن ی . لذا ا رد ی مورد استفاده قرارگ   ها ی مار ی در درمان ب 

  ه ی عل   Bacillus licheniformis   ی د ی تول   بات ی ترک   ی اثرات ضد سرطان 

)   ی سلول   ۀ رد  پروستات  روش PC-3سرطان  با  سنجش    ی ها ( 

 Bacillus  پژوهش  ن ی ا   در .  است   پرداخته   ی ت ی س ی توتوکس ی س 

licheniformis   ترکیبات عنوان  به تولید  لحاظ  از  جدایه    بهترین 

  ز ی ن   ی ضد سرطان   ت ی فعال   ی بررس   ی برا اثر گسترده    ف ی با ط   ی کروب ی م ضد 

  زان ی بر م   آن   ی د ی تول   ترکیبات تاثیر    ۀ مورد استفاده قرار گرفت و نحو 

  4در PC-3  سلولی  ۀ رد شد.   ی بررس   PC-3 در رده سلول  ی ست ی ز  توان 

  ج ی . نتا د ی گرد   مار ی ، ت  Bacillus licheniformis  سوپرناتانت گروه توسط  

نشان داد که    مار ی ها با ت ساعته سلول   24  ون ی با انکوباس   MTSتست  

 شیکه با افزا ی طور به   صورت وابسته به دوز است، به   ی ست ی توان ز   زان ی م 

، ابد یی م  کاهشنسبت به گروه کنترل    زی ن   یست ی توان ز   زان ی غلظت، م 

نسبت به گروه کنترل  IVو    IIIدر گروه   ی ست ی توان ز   کاهش   ن ی که ا 

 هاگروه ساعته همه    48  ماری ت   در  ن ی همچن .    (>0P/ 05) بود    دار ی معن 

نشان دادند   دار ی معن به جز گروه اول نسبت به گروه کنترل تفاوت  

 (01 /0P< )   ماری ساعت تحت ت   72که به مدت    ییهاسلول   تی در نها   و 

همه    ی ها غلظت  در  بودند،  گرفته  قرار  سوپرناتانت   ها گروه مختلف 

ا  که  دادند  نشان  دوز  به  وابسته  کاهش  کنترل  گروه  به   نی نسبت 

تمام  ا  در  کنترل    هاگروه ختلاف  گروه  به  بود   دار ی معن نسبت 

 (001 /0P< ). 

Phonnok   ی ها ت ی متابول   ی ، به بررس 2010و همکاران در سال  

القا و نقش آن   ال ی کروب ی م  بر روی  آپوپتوزیس    ی ها در  آن  بررسی  و 

  ت ی را بر فعال   ی کروب ی عصاره م   394  ر ی پرداختند و تأث   ی سرطان   ی ها سلول 

  ی اب ی ارز   MTTبا استفاده از روش    ی سرطان   ی ها رده از سلول   4  ی ر ی تکث 

سلول    ک ی مورفولوژ   رات یی ها تغ عصاره   ن ی در اثر ا   نکه ی ا   جه ی کردند. نت 

و از دست   ی مانند چروک خوردن سلول، از دست دادن تماس سطح 

  شده   مشاهده   شده   مار ی ت   ی سرطان   ی ها در تمام سلول   ی دادن تورم سلول 

به این  مطالعه حاضر باشد.    ۀ ج ی بر نت   ی د یی د تأ توان ی که م   ، ( 15)   است 

ساعت    72و    48،  24به مدت    ی ها وقت توان زیستی سلول صورت که  

، نسبت به گروه  گرفتند مختلف سوپرناتانت قرار    ی ها در معرض غلظت 

 کنترل کاهش وابسته به غلظت نشان دادند.   

Tuo  همکاران سال    و  ضدتکث 2010در  اثر   ه ی سو   7ی ر ی ، 

 رده  یرو   بر   را  یی مواد غذا   ر ی جدا شده از تخم   یوحش   لوس ی لاکتوباس 

. کردند یبررس   را  یشگاهی آزما  ی هاجدا شده از مدل HT-29 یسلول 

-HT یها سلول  یرو  ی ر ی ضدتکث   تی بود که فعال   نی از ا  یحاک جی نتا 
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 توانستو    داشت  سیفرم   نه ی کور   لوسی لاکتوباس   ه ی را فقط سو   29

 ز ی که در مطالعه حاضر ن   (.19) را مهار کند    HT-29  ی ها رشد سلول 

توانست  Bacillus licheniformisسوپرناتانت   مختلف  یها غلظت   ،

 را مهار کند.  PC-3 ی رشد رده سلول

Moosavi   ی به بررس   2011سال    در   یا و همکاران در مطالعه 

 ی بر رو   sp. ABRIINW 111  سس ی استرپتوما   ه ی ثانو   یها ت ی اثر متابول 

 ی سلول  رده   هاآن مطالعه    در   . د پرداختن   K562  یسلول   رده  س ی آپوپتوز 

K562   مدت   ی محلول در اتر و برا   یها ت ی مختلف متابول   یها با غلظت

بلو   پانی شدند و از آزمون دفع رنگ تر   ماری ساعت ت   72تا    12زمان  

مهار رشد   ی بررس  ی برا   ب ی به ترت   DNAو آزمون قطعه قطعه شدن  

 یها ت ی ها نشان داد که متابول داده   استفاده شد.   سی و وقوع آپوپتوز 

  ی محلول در اتر باعث مهار رشد وابسته به غلظت و زمان بر رده سلول

K562  ی د یتول   بات ی ترک اثر    یاز نظر بررس   حاضر   ۀمطالع   (.20)  بود 

مشابه   یجی نتا   سی آپوپتوز   ی روش بررس   ز ی و ن   یسرطان  یسلول   ۀردبر  

 ت ی ک   از   که  نی ا   بر  علاوه  است  نموده  هی ارا   را  Moosaviبا مطالعه  

   .است   شده  استفاده  حاضر  مطالعه   در   یتومتر ی فلوسا   روش  و  ن ی آنکس 

Parsaseresht   تحق در  همکاران  سال    ی ق ی و  به   2013در 

   GG  رامنوسوس   لاکتوباسیلوس   ه ی ثانو   ی ها ت ی متابول   ر ی تاث   ی بررس 
طور  پرداختند و نشان دادند که به   CacoII  ی سلول سرطان  ۀرد   ی رو 

 ی ها در غلظت   GG  رامننسوس   لوس ی لاکتوباس   ی ها ت ی متابول   ن ی انگ ی م 

 82/ 1و    72/ 5،  60/ 8  ب ی بترت   تر یل ی لی م / گرم ی ل ی م   300و   200،  100

مهار کردند    CacoII  یسرطان  یها درصد رشد سلول  ا ( 16)را   ن ی . 

راستا   هاافته ی  در    ی ها افته ی   ی در  حاضر  ضد ن ی زم مطالعه  اثرات  ۀ 

 بوده است.  یکروب ی م   سرطانی ترکیبات تولیدی

Mahmoudi Aslzadeh  اثر  2013  سال  در   همکاران   و 

 ی سرطان  ی ها سلول   ی رو  را   وم یدی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ی کی وت ی پروب 

cacoII  کار   ن ی ا   ی کردند. برا   ی سرطان روده بزرگ( بررس   ی )رده سلول

سوپرناتانت   تر ی کرول ی م  300و    200،  100  یها غلظت  رو از   یها 

 ی ا ه ن اخ   96  ت ی کروپل ی کشت شده در م   cacoII  یسرطان   یها سلول 

مهار   دسته ب   جی نتا.  شد  داده  اثر  درصد  که  داد  نشان   ی آمده 

 82  تا  درصد 55  ی سرطان  ی ها سلول   یرو   وم ی دوباکتر یف ی ب سوپرناتانت  

غلظت    درصد  به  مربوط  که  ساعته 24  تری کرول ی م 100بوده 

است  72  تری کرول ی م 300و  بوده   از   زی ن   مطالعه   نی ا   در.  ( 21)ساعت 

 .شد   گرفته   یمشابه   جی نتا  و  استفاده  یانتخاب   ی باکتر   سوپرناتانت

Vijaya Kumar   ی ها ت ی ، اثر متابول 2014و همکاران در سال 

از   لوس ی پوپ   لوس یباس و  سرئوس    لوس ی باس   یها ی باکتر  که  را 

 بودند،  شده   زوله ی ا   هند  ی کارناتاکا   موگا، ی ش   ه ی آلوده در ناح   یها نمونه 

سلو   یسرطانضد   خواص  یبررس   ی برا  اجزا   یکش ل و  مختلف   ی از 

متابول ه ب   ی ها عصاره  از  آمده  باکتر   نی ا   یها ت یدست  رو   ی دو   یبر 

، کردند  استفاده  ینوع سلول سرطان   2و    ینرمال کبد انسان  یها سلول 

 قابل   تی فعال   نمونه   دو  هر  که  است   نی ا از    یها حاکی بررس   جی نتاکه  

گرفته شده بود   سرئوس   لوس ی باس که از    ی ا . اما نمونه داشتند  ی توجه 

نشان    یی بالا  ی کش اثر سلول   لوس یباس   ی ها ت ی متابول   کن ی ول   داد،را 

. (22)  داشتندو نرمال    یسرطان   یها سلول   یرو   یاثر سم   لوسی پوپ 

مطالعه   در  که   تفاوت   نی ا   باانجام شده بوده    ق ی مشابه با تحق   جی نتا  ن ی ا 

 .دی نگرد مشاهده  نرمال   ی هاسلول   ی رو   یاثر سم   چی حاضر ه 

Vazquez-Rivera  سال    و در  مکز  2015همکاران    ک، یدر 

 سودوموناس آئروژینوزا    ها ازدیپپتی د  ۀچرخ   یسلول  تیسم  ریتأث

PAO1    در مورد   یسرطان  یسلول  یها ردهآپوپتوزیس  را  انسان 

داد  یبررس شدندقرار  مشاهده    50ند  توانیم  باتیترک  نیا  که  . 

  ج یبر نتا  یدیتائ  جینتا  نیکه ا  ،(23)داشته باشند    یاثر مهار  درصد

 .حاضر است مطالعهدست آمده در  هب

Pasiar    مهار   یبه بررس   یا ه مطالع   در   2016و همکاران در سال

سلول   یانتخاب رده  از   ینوما ی آدنوکارس   یرشد  استفاده  با  پستان 

در   .UW4  sp  سودوموناس   ی بوم  ه ی سو   ی د ی تول   یها ت ی متابول 

فعال   نی ا   یط   .پرداختند   شگاهی آزما  م   ت ی مطالعه   یکروب ی ضد 

 هی عل     .UW4   spسودوموناس    یبوم   یۀ سو   ی د یتول   یها ت ی متابول 

باکتر   ی برخ   ت ی فعال   یبررس   ی برا .  شد  ی بررس زا  ی مار ی ب   ی ها ی از 

مختلف   ی ها با غلظت   HU-02و     SKBR3  ی ها سلول   ، یضدسرطان

و   48،  24مدت زمان    ی برا   تر ی ل ی لی م بر    گرمی ل ی م   20و    15،  10،  5

ت   72 داد  مار ی ساعت  که دست به   ی هاه شدند.  داد  نشان  آمده 

 یکروب ی ضدم   یها ت ی متابول   دی ، قادر به تول   .UW4   sp  سودوموناس

نشان داد با   ت ی با متابول   مار ی است. ت   اورئوس   لوکوکوس ی استاف   ه ی عل 

ها سلول   ی ست ی صورت وابسته به دوز و زمان، توان ز غلظت به  ش ی افزا 

پ  به   دا یکاهش  ب ی طور کرد.  غلظت    ر ی تاث   ن ی شتر ی که  به   20مربوط 

ها سلول   مار ی ساعت پس از ت   72و در زمان    تر ی ل ی ل ی م بر    گرم ی ل ی م 

 ی معنادار   ری مختلف تاث   یها در غلظت ها   تی که متابول   یبود. در حال

 ید ی تائ  ج ی نتا   ن ی که ا(  18)نرمال نداشت   بروبلاست ی ف   ی بر سلول ها 

 .  استحاضر    مطالعهبر  

Zhang    سال در  همکاران  ضد   ت ی خاص   یبررس   به   2017و 

خاک   یجداساز   Lut0910  رودوکوکوس  یباکتر   ی تومور  از  شده 

اثرات آن  پرداختندآلوده    یسلول سرطان   ۀدو رد   یرو   هات یمتابول . 

 قرار گرفت.  ی( مورد بررس Hela( و سرطان رحم )HepG2)  ی کبد 

استخراج   ی سرطان  ی ها سلول   مار ی ت  عصاره  با  مطالعه  از مورد  شده 
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تاخ   Lut0910  رودوکوکوس   ی باکتر  تکث   ر ی موجب  در   یسلول   ری در 

دوز گرد  ی الگو   ک ی  به  عصاره   ی خوراک   ز ی تجو   ن ی . همچن دی وابسته 

به مو   ی باکتر  مشخص منجر به   ی تومورها   ی دارا   ی ها ش ذکر شده 

 نی ا  یها داده   (.1)  د یگرد   نترل با گروه ک  سه ی مهار رشد تومور در مقا

در   ی کروبی م   ید ی تول   بات ی ترک   ک یتوتوکس ی اثرات س   نهی مطالعه در زم 

 است.   بوده   حاضر مطالعه   ی ها داده   ی راستا 

Dehnad    همکاران بررس   2017سال    درو  خواص   یبه 

هیستوپاتولوژی   و  شیمیایی   in vivoو    in vitroضدمیکروبی، 

جداسازی شده   س ی لو   استرپتومایسس های ثانویه باکتری  ت متابولیت 

نشان داد   ها آن   ی ها داده   . پرداختند های شمال غرب کشور  ک از خا 

مثبت و های میکروبی گرم تمام سوش تنها متابولیت اتری روی  که  

منفی اثر داشت. نتایج حاصل از بررسی هیستوپاتولوژیکی نشان داد 

اثر   ، لوکوکوسی استاف که متابولیت حاصل از باکتری، بر زخم ناشی از  

تواند ی ترمیمی قابل توجهی دارد. اثرات ضد میکروبی و ضد توموری م 

ترکیبات وجود  دلیل   Benzenedicarboxylic acid- 1,2  به 

diisooctyl ester    وBis(2-ethylhexyl) phthalate   متابولیت در 

راستا   جی نتا  نی ا   که   ،(24)باشد    در  حاضر  مطالعه  یها افته ی   ی در 

 .است   یکروب ی م   ی د ی تول   باتی ترک  ی ضدسرطان  اثرات   نه ی زم 

 

 

 

 گیرینتیجه  

  دادنشان    نیو آنکس  MTSتست    یبررس  از  آمدهتدسبه  جینتا

م ردآپوپتوزیس    زانیکه  افزا  PC-3  یسلول  ۀدر  غلظت    شیبا 

  شیافزا  یقابل توجه  زانیم  به  Bacillus licheniformis  سوپرناتانت 

لذا  ابدییم ا  با.  به    منظمناآپوپتوزیس  و    یسلول  ری تکث  نکهیتوجه 

 سوپرناتانتاز    توانیم  نیاست بنابرا  سرطان  ی هامشخصه از    یکی

Bacillus licheniformis  تکث  یبرا افزا  یسلول  ریکاهش    شیو 

 .کرد استفاده  پروستات  سرطان  درمان  و  یریگشیپ در  آپوپتوزیس  

 سپاسگزاری 

بدین وسیله مراتب قدردانی و تشکر خود را از تمام کسانی که 

در طول انجام این پژوهش همکاری کردند، اعلام می نماییم. شایان 

نامه   پایان  از  بخشی  حاصل  مقاله  این  است  آقای ذکر  دکترای 

باشد و احمدرضا شهنیانی از دانشگاه آزاد اسلامی واحد کازرون می 

 .هزینه های مالی این تحقیق به عهده محققین بوده است 

 تعارض در منافع 

 منافعی تضاد گونههیچ  نویسندگان حاضر، مطالعۀ انجام در 

 .اندنداشته 

 منابع مالی 

بدون   که  است  مستقل  پژوهشی  مقاله  مالی  این  حمایت 

 شده است.  سازمانی انجام

 

Referance 
 
1. Zhang XG, Liu ZY, Liu JW, Zeng YL, Guo GJ, Sun QY. 

Antitumor activity of a Rhodococcus sp. Lut0910 isolated 

from polluted soil. Tumor Biol. 2017; 39 (6): 1-9. 

[DOI:10.1177/1010428317711661] [PMID] 

2. Baserisalehi M, Bahador N. Evaluation of soil origin 

Pseudomonas sp. for production of bioactive compounds.J 

Biol Sci. 2013; 13 (3): 152-7. [DOI:10.4414/pc-

d.2013.00352] 

3. Cleveland J, Montville TJ, Nes IF, Chikindas ML. 

Bacteriocins: safe, natural antimicrobials for food 

preservation. Int J Food Microbiol. 2001; 71 (1): 1-20. 

[DOI:10.1016/S0168-1605(01)00560-8] 

4. Deutsch E, Maggiorella L, Eschwege P, Bourhis J, Soria 

JC, Abdulkarim B. Environmental, genetic, and molecular 

features of prostate cancer. Lancet Oncol. 2004; 5 (5): 

303-3. [DOI:10.1016/S1470-2045(04)01468-8] 

5. Muehlenbein MP, Bribiescas RG. Testosterone mediated 

immune functions and male life histories. Am J Hum Biol. 

2005; 17: 527-58. [DOI:10.1002/ajhb.20419] [PMID] 

6. Wein A, Kavoussi L, Partin A, Craig P. Campbell-walsh 

Urology. 11th ed. Elsevier; 2015. 

7. Wilkinson AN, Brundage MD, Siemens R. Approach to 

primary care follow-up of patients with prostate cancer. 

Can Fam Physician. 2008; 54 (2): 204-10. 

8. Jewett MA, Fleshner N, Klotz LH, Nam RK, 

Trachtenberg J. Radical prostatectomy as treatment for 

prostate cancer. CMAJ. 2003; 168 (1): 44-5. 

9. Fleshne N, Al Azab R. Prostate cancer: chemoprevention 

update 2005. Can J Urol. 2005; 12 (2): 2-4. 

10. Pollack A, Zagars GK, Smith LG, Lee JJ, Von 

Eschenbach AC, Antolak JA, et al. Preliminary results of 

a randomized radiotherapy dose-escalation study 

comparing 70 Gy with 78 Gy for prostate cancer. J Clin 

https://doi.org/10.1177/1010428317711661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28639891
https://doi.org/10.4414/pc-d.2013.00352
https://doi.org/10.4414/pc-d.2013.00352
https://doi.org/10.1016/S0168-1605(01)00560-8
https://doi.org/10.1016/S1470-2045(04)01468-8
https://doi.org/10.1002/ajhb.20419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16136532


 ... پروستات  سرطان یهاسلولدر آپوپتوزیس القاء   | و همکارانی انیشهن  احمدرضا

642 

 

Oncol. 2000; 18 (23): 3904-11. 

[DOI:10.1200/JCO.2000.18.23.3904] [PMID] 

11. Bamzadeh Z, Baserisalehi M, Bahador N, Hejazi H. 

Screening of soil Streptomyces and characterization of 

their bioactive compounds. J Health Med. 2013; 7 (8): 

2293-00. 

12. Demain AL, Sanchez S. Microbial drug discovery: 80 

years of progress. J Antibiot. 2009; 62 (1): 5-16. 

[DOI:10.1038/ja.2008.16] [PMID] [PMCID] 

13. Ibarguren C, Audisio MC, Torres EM, Apella MC. 

Silicates characterization as potential bacteriocin-carriers. 

Innov Food Sci Emerg. 2010; 11 (1): 197-02. 

[DOI:10.1016/j.ifset.2009.10.002] 

14. Pourhavashemi S, Bamzadeh Z, Rouhi L, Zia-Jahromi N. 

Survey the effect of produced metabolites by native 

Pseudomonas sp. UW4 on p53 gene expression in SK-

BR-3 breast cancer cell line. J Shahid Sadoughi Uni Med 

Sci. 2018; 26 (5): 399-09. 

15. Phonnok S, Tanechpongtamb WU, Wangsatayanon BT. 

Anticancer and apoptosis-inducing activities of microbial 

metabolites. J Biotechnol. 2010; 13 (5): 1-12. 

[DOI:10.2225/vol13-issue5-fulltext-7] 

16. Parsaseresht L, Fazeli M, Samadi N, Jamalifar H, EIDI A, 

Mahmudiaslzadeh H. Effect of metabolites produced by 

Lactobacillus Rhamnosus GG (probiotic bacteria) on the 

growth of human colon cancer cell line CacoII. Iran J Biol. 

2013; 25 (4): 484-92. 

17. Bamzadeh Z, Baserisalehi M, Bahador N, Hejazi H. 

Isolation and identification of antimicrobial producing 

Actinomycetes from Shiraz soil farms. J Microbial. 2012; 

4 (16): 7-19. 

18. Pasiar M, Rouhi L, Bamzadeh Z, Hejazi H. In vitro 

selective growth inhibition of breast adenocarcinoma cell 

lines by Pseudomonas sp. UW4 metabolites. TUMJ. 

2016; 74 (9): 614-20. 

19. Tuo YF, Zhang LW, Yi HX, Zhang YC, Zhang WQ, Han 

X, et al. Short communication: Antiproliferative effect of 

wild Lactobacillus strains isolated from fermented foods 

on HT-29 cells. J Dairy Sci. 2010; 93: 2362-6. 

[DOI:10.3168/jds.2010-3069] [PMID] 

20. Moosavi MA, Ghanbarvand F, Dehnad AR. Growth 

inhibition and induction of apoptosis by ether soluble 

metabolites of Streptomyces sp. ABRIINW 111 in Human 

Myeloid Leukemia K562 cell line. Cell Tissue Res. 2011; 

2(3): 225-34. 

21. Mahmoudi Aslzadeh H, Fazeli M, Eaidi A, Samadi N, 

Jamalifar H, Parsaseresht L. Study of probiotic effect of 

Bifidobacterium bifidum on CacoII cancer cell line. Iran J 

Biol. 2013; 26(3): 378-85. 

22. Vijaya Kumar ML, Thippeswamy B, Vasanth Raj P. 

Cytotoxicity and anticancer studies of Bacillus cereus and 

Bacillus pumilus metabolites targeting human cancer 

cells. Appl Biochem Microbial. 2014; 50: 619-23. 

[DOI:10.1134/S0003683814060088] 

23. Vazquez-Rivera D, Gonzalez O, Guzmán-Rodriguez J, 

Diaz-Perez AL, Ochoa-Zarzosa A, Lopez-Bucio J, et al. 

Cytotoxicity of cyclodipeptides from Pseudomonas 

aeruginosa PAO1 leads to apoptosis in human cancer cell 

lines. Biomed Res Int. 2015; 2015: 1-9. 

[DOI:10.1155/2015/197608] [PMID] [PMCID] 

24. Dehnad AR, Abushov R, Hamedi J, Nahaei MR, 

Mobaiyen H, Zendehdel A. Study of active secondary 

metabolites of Streptomyces levis isolated from north west 

soils of Iran and their in vitro and in vivo antibacterial 

effects. Med J Tabriz Univ Med Sci Health Serv. 2017; 

39(3): 39-46. 

 

https://doi.org/10.1200/JCO.2000.18.23.3904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11099319
https://doi.org/10.1038/ja.2008.16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19132062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7094699
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2009.10.002
https://doi.org/10.2225/vol13-issue5-fulltext-7
https://doi.org/10.3168/jds.2010-3069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20494143
https://doi.org/10.1134/S0003683814060088
https://doi.org/10.1155/2015/197608
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25821788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4363556

	07-A-10-1456-1 - [ ART-1205 ] En ed
	07-A-10-1456-1 - [ ART-1205 ] fa ed

