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  دهيچك

از  ياريكننده از ابتلا به بس يريشگيعوامل پاز  يكيها به عنوان  لوسيمانند لاكتوباس كيوتيپروب يها يامروزه باكتر: نه و هدفيزم

ك يوتيپروب يمبو يعصاره باكتر يت سلولياثرات سم ين مطالعه بررسيهدف از ا. اند ها از جمله سرطان شناخته شده يماريب

  . بود Bcl2و  Bax يآپوپتوز يهاان ژنيز بيآنالو  )HT29(سرطان كولون يرده سلول يبر رو PTCC 1608 يلوس كازئيلاكتوباس

، 1/0، 01/0در غلظت  يلوس كازئيلاكتوباس يباكتر ،كشته شده با حرارت يابتدا عصاره سلول ،ين مطالعه تجربيدر ا: يروش بررس

 يسرطان يرده سلول يرو يعصاره سلول باكتر يت سلوليدر ادامه اثرات سم. ه شديته تريل يليمبر  كروگرميم 1000و  100، 10، 1

HT29 و نرمال HEC293  ساعت با استفاده از روش  24در مدت زمانMTT يآپوپتوز يها ان ژنيزان بين، ميچن هم. شد يبررس Bax  و

Bcl2 يدر رده سلول HT29  با استفاده روشReal Time PCR روش  به وسيلهآپوپتوز  يزان القايم. قرار گرفت يمورد بررس

  .ل قرار گرفتيه و تحليك طرفه مورد تجزيانس يبا استفاده از آزمون وار ها داده  .طالعه قرار گرفتمورد م يتومتريفلوس

  

در مـدت زمـان    و فـوق الـذكر   يها در غلظت يلوس كازئيك لاكتوباسيوتيپروب ينشان داد كه عصاره باكتر MTTج تست ينتا :ها افتهي

و  5/39±45/0، 49/51±87/0، 54/73±21/0، 5/82±64/0، 95/0±44/0ن زاي ـب بـه م ي ـبـه ترت  HT29سلول  يساعت باعث كاهش بقا 24

زان ي ـهـا بـه م   سـلول  يب سـبب كـاهش بقـا   ي ـبـه ترت  HEC293 ين غلظـت هـا در رده سـلول   ين در هم ـيچن هم .درصد شد 55/0±7/19

ــا. شــد 49/0±29/79، 55/0±34/84، 42/0±91/89، 26/0±1/92، 87/0±31/94، 56/0±67/98 ــزا Real Time PCRج ينت ش و ياف

سه بـا ژن  يمقا درساعت  24 يط 21/0 ±43/0،  76/2±54/0زانيب به ميرا به ترت )>01/0p( Bcl2و )>Bax )01/0p يها ژنان يكاهش ب

عصـاره   )IC50(درصـد  50يت سـلول يسـم  در غلظـت را %  62/35زان آپوپتوز يم يتومتريج فلوسين نتايچنهم. نشان داد GAPDHمرجع 

  .  نشان داد يازئلوس كيلاكتوباس يباكتر

  

 HT29 يآپوپتوز در رده سلول يتواند سبب القا يم PTCC 1608 يلوس كازئيلاكتوباسك يوتيپروب يمبو يعصاره باكتر: يريگ جهينت

به عنوان  ين باكتريشتر از ايب يها هتوان با انجام مطالعين ميبنابرا دارد، HEC293 سلول نرمال يبر رو يت كمتريزان سميشود و م

  . از سرطان كولون استفاده نمود يريشگيك ضدسرطان، در درمان و پيوتيحصول پروبك مي

  

  ، آپوپتوزيت سلولي، سمHT29 يرده سلولك، يوتي، پروبيلوس كازئيلاكتوباس  :يديكل يواژه ها
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  مقدمه

 و زنـده  هـاي ميكروارگانيسـم  هـا  پروبيوتيـك 

 يـا  انسـان  در مصـرف  صورت كه در هستند مفيدي

 ايجـاد  باعـث  ميكروبي بـدن،  فلور بر اثر با و حيوان

 ).1و 2(شـوند  يم ـ ميزبـان  سـلامتي  بـر  مفيدي اثرات

 از بزرگـي  گـروه  بـه  متعلـق  هـا  بيشـتر پروبيوتيـك  

 انسـان  روده بزرگ فلور ميكروبي لياص هاي باكتري

 هــاســميكروارگانيم ايــن از باشــند و بعضــي يمــ

هاي لاكتوباسـيلوس هسـتند كـه    باكتري از  ييها هيسو

 و زا هسـتند  بيمـاري  حيـوان  و انسـان  براي ندرت به

 غذايي بدون محصولات تهيه در ديرباز از آنها كاربرد

 بـق ط). 3و 4(اسـت  رسيده اثبات به سوء اثرات ايجاد

پروبيوتيك  هاي باكتري ميان از شده انجام يها همطالع

ــه ــا گون ــف لاكتوباســيلوس داراي يه اثربخشــي  مختل

ــواع پروب   ــه ان ــبت ب ــتري نس ــوتيبيش ــه  كي ــا از جمل ه

ــفيب ــا  يدوباكتريـ ــا و مخمرهـ ــهـ ــند يمـ ). 5و 6(باشـ

 يهـواز  يك، ب ـي ـمرفيپل ـ يهـا يها، بـاكتر ليلاكتوباس

ر قندها يق تخميركه از طرمتحرك هستند يو غ يارياخت

آن  يها از فراورده يميكنند كه حداقل ن يم يد انرژيتول

  ).  7و8(ك استيد لاكتياس

 ؛مختلفي شامل مواد ها ، پروبيوتيكيطور كله ب

لاكتـات،   اسـتات،  مثـل  كوتـاه  زنجيـره  بـا  اسـيدچرب 

 باكتريوسين يها تركيب و H2O2بوتيرات،  سوكسينات،

 ها مثبت گرم يها يبرروي باكتر كه هم كنند يم توليد

). 9و10(گذارنـد  مـي  اثـر  هـا  منفـي  گـرم  روي و هـم 

 موجود اتصال هايجايگاه به اتصال با هاپروبيوتيك

 پاتوژن هايباكتري با رقابت پوششي، هايدر سلول

 ، توليــدpHكــاهش  مغــذي، دريافــت مــواد  بــراي

مضـر و   هـاي بـاكتري  از حضور H2O2و  باكتريوسين

). 11و 12(كننـــد  مـــي گيريجلـــو روده در زا يمـــاريب

 بر تأثير با ها پروبيوتيك است كه نشان داده ها همطالع

 عوامـل  مهار ها، انسان و گوارشي حيوانات هاي ميآنز

 آزمايشـگاهي،  و شـرايط  بـدن  داخـل  در زا سـرطان 

 و كننده سرطان القا يها تركيب ها، موتاسيون سركوب

در  مـؤثري  نقـش  آزمايشـگاهي  حيوانات در تومورها

طـور  ه ب ـ). 13و14(كنند مي ايفا سرطان با مقابله هتج

اسـت   يك ـيژنت نامتجانس يماريك بي كه ، سرطانيكل

 علـت  نيدوم ـ ،يو عروق ـ يقلب يها يماريب از پس كه

از  يك ـي. روديم ـ شمار به جهان در ريم و مرگ عيشا

 ران،ي ـا در گـوارش  دسـتگاه  سـرطان  نوع نيتر عيشا

 مردان در وزبر نظر از كه است سرطان روده بزرگ

 خود به را چهارم رتبه در زنان، و سوم رتبه ،يرانيا

 يتن ـ بـرون  يهـا  شيآزما در). 15(است داده اختصاص

 سـركوب  در هـا پروبيوتيـك  كـه  شـده  داده نشـان 

سـرطاني   تومورهـاي  و اوليـه  هـاي نئوپلاسـتيك   زخم

 اثرات ).16(دارند موش نقش هايمدل در روده بزرگ

 از طريـق جلـوگيري   از هـا پروبيوتيـك  سرطاني ضد

 و غيـر  اتصال كارسينوژن، به پروكارسينوژن تبديل

 رشـد  كـاهش  ميتـوژني،  يهـا  تركيـب  كـردن  فعـال 

 و هاميتوژن جذب كاهش هاي پروكارسينوژنز، باكتري

ن يچن ـ هـم ). 17(باشد مي ايمني عملكرد سيستم افزايش

هـا از جملـه    كيوتيپروب يعملكرد يها سمياز مكان يكي

 يهــاســلول يريت ضــدتكثيهــا خاصــلوسيلاكتوباســ

آپوپتـوز   ياز جملـه سـرطان كولـون بـا القـا      يسرطان



و همكاران الهه علي عسگري  
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 سـلولي  شـده  ريـزي  برنامـه  مرگ آپوپتوز). 18(است

 هـا  سـلول  تعـداد  تنظـيم  در نقـش كليـدي   كـه  اسـت 

 در توانايي ها، كاهش سرطان از بسياري در ).19(دارد

 ينـد تكثيـر  آفر در تغييـر  باعـث  آپوپتـوز  بـردن  پيش

 در زنـده  تنظـيم . شود يم آن خوردن هم به و سلولي

 عمـل  هـاي  مولكـول  به وسـيله  ها سلول مرگ و ماني

 در بسـزايي  نقـش  توانـد  يم ـ آپوپتوز در فرايند كننده

 شواهد). 20(باشد داشته ها درمان سرطان و پيشگيري

 تواننـد  يم ـ هـا  كـه پروبيوتيـك   دارند وجود بسياري

ــي ــيم در نقش ــر تنظ ــلولي تكثي ــوز س ــتهدا و آپوپت  ش

ــمهــم درگ يهــا  از ژن يكــي ).21(باشــند ــد يآر در فري ن

از جملــه باشــد كــه  يمــ Bcl2و  Bax يهــا ژنآپوپتــوز، 

پتوز بـه  وآپ ييايتوكندرير ميل در مسيمهم دخ يها ژن

 يسـرطان  يهـا  از آن جا كـه در سـلول  . روند يمشمار 

هـا   پتوز به هم خـورده و سـلول  ور و آپين تكثيتعادل ب

پتوز واز به مهار آپيه خود نيرو ير بيرشد و تكث يبرا

نـد  يو فرا هـا  ژنن ي ـان ايان بيم  يميدارند، ارتباط مستق

رات يي ـتغ ين بررس ـيبنابرا. شدن وجود دارد يسرطان

و  يدرمـان  يهـا  تواند از جمله هدف يم ها ژنن يا يانيب

  .سرطان به شمار رود يها هدر مطالع يصيا تشخي

 در زيـادي  پيشـرفت  اطلاعات، اين بر اساس 

 مسـيرهاي  و آپوپتـوز  بـر  ها اثرات پروبيوتيك زمينه

 اي زمينه است ممكن كه شده است ايجاد سلولي تكثير

 بـا  مقابلـه  جهـت  هـا در  پروبيوتيـك  از استفاده براي

 نزديك اي در آينده ها، آن در آپوپتوز القاي و سرطان

 كـاهش  در ميكروفلـور روده  تـأثير  به توجه با. باشد

از  جديــدي انــواع توليــد روده، ســرطان توســعه

 جلوگيري ضمن كه ييايك باكتريوتيپروب يها فراورده

 شده سرطاني هايسلول باعث مهار سرطان، ايجاد از

 نداشـته  سـالم  هـاي روي سلول بر مخربي اثر هيچ و

نشان داده  ها همطالع .رسد يم نظر به مهم امري باشد،

ك جنس در يك متعلق به يوتيپروب يها ياست كه باكتر

 يهـا  بيترك يممكن است دارا ييايقاط مختلف جغرافن

 يكيوتيــاثــرات مختلــف پروب يمختلــف و دارا يســلول

اثـرات   ين مطالعـه، بررس ـ ين هدف از ايبنابرا و باشند

ك يـــوتيپروب يبـــاكترعصـــاره  يت ســـلوليســـم

رده  يبـر رو  PTCC 1608 يلوس كـازئ يلاكتوباس يمبو

 يوپتوزآپ يها ژنان يز بيسرطان كولون و آنال يسلول

Bax و Bcl2 بود .   

  يروش بررس

 اسـتاندارد  سـويه ، ابتدا ين مطالعه تجربيدر ا

از  PTCC 1508اســـتاندارد  يلاكتوباســـيلوس كـــازئ 

ه ران بــيــا يســتير زيمركــز ذخــا يكروبــيون ميكلكســ

 MRSط كشـت  يه شـده و در مح ـ يزه تهيليوفيصورت ل

broth رشـد   يها يبه دنبال آن، باكتر. كشت داده شدند

كشت داده شـده   MRS agarط كشت يمح يه بر روافتي

  .  نان حاصل شديها اطم يو از خالص بودن كلن

 بـه وسـيله   شـده  كشـته  يبـاكتر  هي ـته جهت

ط يدر مح ـ يلوس كازئيلاكتوباس يباكتر ابتدا حرارت،

درجـه   37 يساعت در دما 24به مدت  MRS brothكشت 

بـــه دنبـــال آن از . گـــراد كشـــت داده شـــدند يســـانت

  5000وژ در دور يفيون با استفاده از سانتريسوسپانس

. جـدا شـد   ييع رويه شد و مايرسوب تهدور در دقيقه 

شستشو داده شد  PBSن بار با يه شده چنديرسوب ته
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ــت ــا و غلظــــ  1000و  100، 10، 1، 1/0، 01/0 يهــــ

 30ه شد و سـپس بـه مـدت    يتر تهيل يليمبر  كروگرميم

. ت داده شـد گراد حرار يدرجه سانت 80 يقه در دمايدق

 شـدن  فعـال  ري ـغ نـان از ياطم لازم به ذكر است جهت

  . شدند داده كشت مجدداً ها، يباكتر

و  )HT29 cell line(سـرطان كولـون    يرده سلول

توپاسـتور  يانست ياز بانك سـلول  HEC293سلول نرمال 

 ط كشـت يهـا در مح ـ  ابتـدا سـلول  . شد يداريران خريا

RPMI1640  )Biosera, USA( 1شده با يغن )v/v (نيليس ـ يپن ـ 

  ين گـاو يسـرم جن ـ درصـد   10ن و يس ـياسترپتوما ـ ـ

)Fetal Bovine Serum: FBS(   ــدند و در ــت داده ش كش

درصـد رطوبـت قـرار     5گراد و  يدرجه سانت 37 يدما

  . داده شدند

عصــاره  ياثــرات كشــندگ يبــه منظــور بررســ

ــاكتر  ــلول بــ ــ يســ ــازئيلاكتوباســ                        يرو يلوس كــ

ــل ــنج HEC293و   HT29 يولرده س ــگ س  ياز روش رن

MTT )Sigma Aldrich, Germany ( يهاغلظت. استفاده شد 

تر يل يليمبر  كروگرميم 1000و  100، 10، 1، 1/0، 01/0

كشـته شـده بـا حـرارت در      ياز عصاره سلول بـاكتر 

و  HT29 يرده سـلول  يساعت بـر رو  24 يفاصله زمان

HEC293 ــد يت ــار ش  ــ. ندم ــت زم ــد از گذش ــوق، بع ان ف

به دقت خارج شد  يا خانه 96ت يپل يچاهك ها يمحتوا

اضـافه   )MTT  )Microculture Tetrazolium Test و بـه آن رنـگ  

و  درصـد  CO2 5ط يساعت تحت شـرا  4شد و به مدت 

سپس رنگ . گراد نگه داشته شد يدرجه سانت 37 يدما

MTTد ي ـفورمـازان تول  يهـا  ستاليشد و كر ي، جداساز

زوپروپـانول حـل   يزنده در ا يسلول ها به وسيلهشده 

ت جذب نمونه ها با اسـتفاده از دسـتگاه   يدر نها. ديگرد

، ELISA reader, Oraganon Teknika( زايــقرائــت گــر الا

زان ي ـنـانومتر قرائـت شـد و م    570در طول موج ) هلند

: ر محاســبه شــديــســلول توســط فرمــول ز يكشــندگ

 يجـذب نـور  بـر   كنتـرل  يها سلول يجذب نور(×100

  يسلول يزان بقايم =)مار شدهيت يسلول ها

 IC50( يدرصد كشـندگ  50زان دوز ين ميچن هم

ز محاسـبه  ي ـن )Half maximal inhibitory concentrationاي ـ

  . شد

بـا   Bcl2و  Bax يآپوپتـوز  يهـا  ژنان يزان بيم

در ابتدا . ده شديسنج Real Time PCRاستفاده از روش 

ده بـا اسـتفاده از   مار شده و نش ـيت يهاسلول RNA كل

طبـق دسـتورالعمل   ) كايمرآاژن،يك( RNA ت استخراجيك

ــت آن   ــد و غلظ ــتخراج ش ــيله آن اس ــه وس ــتگاه  ب دس

. شـد  يري ـگ انـدازه )  آلمان ،,IMPLEN GmbH(فتونانومتر

 Revert AidTM تي ـمكمـل باك  DNA يها ساخت مولكول

First strand cDNA Synthesis Kit )Fermentasيتـوان ي، ل (

ــام گ ــاو  انج ــنش ح ــوط واك ــه در آن مخل ــت ك  5 يرف

 RNA ،5/0كروگـرم  يك مي ـ، x5تر بافر واكـنش  يكروليم

 5/0، يتصــادف يديــتــر آغــازگر شــش نوكلئوتيكروليم

تــر مخلــوط يكرولي، دو مdTگــويال تــر آغــازگريلوكريم

ك ي ـ، )مـولار  يل ـيم 10(فسـفات  يد ترينوكلئوت يداكس

واحـــد در  RNase )20 ميتــر مهاركننـــده آنــز  يكروليم

م رونوشــت بــردار يتــر آنــزيكروليك ميــ، )تــريكروليم

 20 ييتـا حجـم نهـا   (ريمعكوس و آب مقطر دو بار تقط

 25بـه صـورت    يزمانـ   ييبرنامه دما. بود) تريكروليم
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اتصـال   يبـرا (قـه  يدق 5گـراد بـه مـدت     يدرجه سـانت 

قــه يدق 60گــراد بــه مــدت  يدرجــه ســانت 42، )آغــازگر

 قهيدق 5ه مدت گراد ب يدرجه سانت cDNA( ،70ساخت (

درجـه   4و ) ر فعال شدن رونوشت بردار معكـوس يغ(

 يمرهـا يپرا .قه انجام گرفـت يدق 5گراد به مدت  يسانت

بـوده وژن    Bax ،Bcl2 هدف يها ژن يمورد استفاده برا

GAPDH مـورد اسـتفاده قـرار     يبه عنوان كنترل داخل ـ

ژن هـدف   يو برگشـت  ييجلو يآغازگرها يتوال. گرفت

Bax 5 به صورت'- TTGCTTCAGGGTTTCATCCAG -3'  

ــو ــاييجلــ ــانت  68 ي، دمــ ــه ســ                           گــــراد و يدرجــ

5'- AGCTTCTTGGTGGACGCATC -3'  ي، دمـا يبرگشت 

 ييجلـو  يآغازگرها يتوال. گراد بود يدرجه سانت 3/65

                              بــــــه صــــــورت Bcl2ژن هــــــدف  يو برگشــــــت

 5'- TGTGGATGACTGAGTACCTGAACC -3'   ييجلـو ،

                                       گـــــــراد و  يدرجـــــــه ســـــــانت   67 يدمـــــــا 

5'- CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAG -3' ــت ، يبرگش

ــرا يدرجــه ســانت 3/66 يدمــا ژن مرجــع  يگــراد و ب

GAPDH  ــه صــورت  'CGTCTGCCCTATCAACTTTCG-3-'5 ب

ــو ــاييجلــ ــانت 9/66 ي، دمــ ــه ســ ــراد يدرجــ                  و گــ

5'-CGTTTCTCAGGCTCCCTCT-3'  ــت ــا ،يبرگشـ  يدمـ

 يتـوال  يدرسـت  يبـرا . گـراد اسـت   يدرجه سـانت  4/63

 يهـا  ينان از عدم اتصال آنها به تـوال يآغازگرها و اطم

ــغ ــيـ ــش ير اختصاصـ ــا در بخـ ــوم، يد يهـ ــر ژنـ                  گـ

BLAST )http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast( در . شـــــدند

بـا اسـتفاده از دسـتگاه     Real Time PCRت واكـنش  ينها

Light cycler )Bioneerدرجـه   95 ييط دمـا يبا شرا) ، كره

ه، ي ـثان 15گـراد   يدرجه سـانت  95قه، يدق 1: گراد يسانت

  . ه انجام گرفتيثان 60گراد  يدرجه سانت 60

در  آپوپتـوز  يزان القـا ي ـم يبه منظـور بررس ـ 

مار شده با عصـاره سـلول   يت )HT29(كولون يها سلول

ــباكتر ــ، اييايـــــ ــلوليـــــ ــا   ن ســـــ ــا بـــــ                                             هـــــ

 AnnexinV/propidium iodide (PI)اســــتفاده از روش 

)Apoptosis detection kit, Roch, Germany(  و دســتگاه

د بر اساس دسـتورالعمل مربوطـه مـور    يتومتريفلوس

ــون  يســرطان يهــا ســلول. مطالعــه قــرار گرفتنــد كول

)1×10
عصاره بـه مـدت    IC50با غلظت ) چاهك/سلول 5

مار نشده كولـون  يت يها مار شده و سلوليساعت ت 24

بـه   PI و Annexinو از خود رنـگ   يمنف به عنوان كنترل

در . مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد     عنوان كنتـرل مثبـت  

بـه  آپوپتـوز شـده   بـر   نكـروز  يها زان سلوليت مينها

ــرار  يتومتريدســتگاه فلوســ وســيله مــورد مطالعــه ق

  .گرفتند

 با استفاده از نرم افزارشده  يآور جمع يها داه

انس ي ـز واريآنـال  يآمـار  يهـا  و آزمون  SPSS  يآمار

   .شدند  تحليله و يتجز ك طرفهي

     

  افته هاي

 مختلـف  يهـا  غلظـت با  HT29 يمار سلول هايت

تـر  يل يليمبر  كروگرميم 1000، 100، 10، 1، 1/0، 01/0

كـاهش   سـاعت  24مـدت   يط ـ MTTبا استفاده از تست 

ــا ــتيز يبق ــلول يس ــه ترت  س ــا را ب ــه ــه مي ــب ب                زاني

44/0±95/0، 64/0 ±5/82، 21/0±54/73، 
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 .شـــــــــد 7/19±55/0و  ±5/39 45/0، 87/0±49/51

 يعصــاره ســلول دهــد كــه يمــج نشــان ينتــان يچنــ هــم

كروگـرم  يم 1000 يها در غلظت يس كازئلويلاكتوباس

انـد   را داشـته  ير سـلول ين مهار تكثيشتريبتر يل يليدر م

در  ،)>001/0p(دار بوده است يمعن يمارآكه از لحاظ 

تـر  يل يل ـيكروگـرم در م يم 1/0و  01/0 كه غلظـت  يحال

را نشـان   يدار ينسبت به گـروه كنتـرل اخـتلاف معن ـ   

هـم  . ر نبـوده اسـت  دا يمعن ـ يو از نظـر آمـار   اند نداده

رده  يبـر رو  يعصاره سلول بـاكتر  IC50زان ين ميچن

HT29   محاسـبه  تـر  يل يل ـيكروگـرم در م يم 5/49معـادل

نرمال  يرده سلول يبر رو يت سلولياثرات سم .ديگرد

HEC293  يهــا غلظــت                    نشــان داد كــه در 

تـر  يل يليمبر  كروگرميم 1000، 100، 10، 1، 1/0، 01/0

كــاهش                           ســاعت ســبب  24مــدت  در

 ،31/94±87/0، 67/98±56/0زان ي ـها بـه م  سلول يبقا

26/0±1/92، 42/0±91/89،55/0±34/84 ،

  .   )1نمودار(شد  49/0±29/79

 Bcl2و  Bax يآپوپتوز يهاان ژنير بييز تغيآنال

 50يت سـلول يسـم مار شده با غلظت يت HT29در سلول 

ساعت با روش  24بعد از  يعصاره سلول )IC50(درصد

Real Time PCR قطعـات   ير اختصاص ـي ـتكث. انجام شد

ر يمورد نظر، عدم جفت شدن آغازگرها و عدم تكث يژن

هــر ژن بــا اســتفاده از  يبــرا يراختصاصــيقطعــات غ

ن مطالعـه،  يدر ا). 2و  3 نمودار(ن شدييذوب تع يمنحن

 يهـا  ونهآستانه به دست آمده از نم يها اختلاف چرخه

عصــاره هــاي تيمـار شــده بـا    سـلول (ش يمـورد آزمــا 

هاي تيمـار نشـده بـا     سلول(كنترل يها و نمونه) يسلول

بـا اسـتفاده   ان ژن يزان بيمو محاسبه ) يعصاره سلول

 )GAPDH( هدف به ژن مرجـع   نسبت ژن( Ct∆∆ از فرمول

 2 قياز طر
–∆∆Ct (يهـا  ژنان ينسبت ب. دمحاسبه ش Bax 

 يسـرطان  يدر رده سـلول  GAPDH عبه ژن مرج Bcl2 و

HT29 ب به يبه ترت يمار شده با عصاره سلول باكتريت

 01/0p< (54/0±76/2 ،)01/0p< (43/0± 21/0(زان يم

  ).4 نمودار(افت يش و كاهش يساعت افزا 24 يط

زان آپوپتـوز القـا شـده در    ي ـن مييبه منظور تع

 يمار شده با عصاره سلول بـاكتر يكولون ت يها سلول

 FITC هـا بـا   ن سـلول ي ـ، ايلوس كـازئ يلاكتوباسكشته 

Annexin V and PI  ــآم رنــگ  بــه وســيلهشــده و  يزي

ه يفاز اول يدر ط. مطالعه شدند يتومتريدستگاه فلوسا

 ين بـه خـارج از غشـا سـلول    يل سريديآپوپتوز، فسفات

شود و رنگ  يمرنگ  Annexin V به وسيلهمنتقل شده و 

PI   شـود  يم ـمتصـل  به هسته سلول در زمان نكروز .

نشان داده شده اسـت   3در شكل  يتومتريج فلوساينتا

انگر درصـد  ي ـب )Q1( آن مربـع سـمت چـپ بـالا     يكه ط

) Q2(، مربع بالا سمت راستيريخأآپوپتوز ت يها سلول

. باشـد  يم ـه يدچار آپوپتوز اول يها نشان دهنده  سلول

دهـد عصـاره سـلول     يم ـج نشـان  يكه نتـا  يطور همان

 درصـد  98/15سلول را  يلوس كازئيلاكتوباس يباكتر

بـه سـمت آپوپتـوز     64/19ه و ي ـبه سمت آپوپتـوز اول 

  ).5 نمودار(ت نموده استيهدا يريخأت
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 ;;;;ساعت  24در مدت زمان سلول باكتري كشته شده در برابر غلظت هاي مختلف عصاره  HEC293و  HT29 درصد بقاي سلول هاي :1 نمودار

  ).P <<<<  ،**:01/0<<<< P  ،*** 001/0P <<<<  :n=3 05/0:*( قايسه با نمونه هاي كنترل گزارش شده استنتايج به صورت درصد بقا در م

  

  

  

  

  

  

  

 18وشد از سيكل  يمهمانطور كه مشاهده . )قرمز رنگ( GAPDHو ) آبي رنگ( Bcl2 ،)سبز رنگ( Bax يها ژننمودار حاصل از تكثير   :2نمودار

  .ي هدف استها ژنكند كه نشان دهنده تكثير  يميدا پ يمبه بعد نمودار تكثير حالت لگاريت
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كه محور عمودي نشان دهنده ي مشتق فلورسنت به مشتق زمان و محور افقي نشان  GAPDHو   Bax،Bcl2ي ها ژنمنحني ذوب . 3 نمودار

سانتي گراد  91/84در دماي  baxو منحني ذوب ژن ) 2(درجه سانتي گراد  GAPDH 81/82الگوي منحني ذوب ژن  ;;;;دهنده درجه سانتي گراد

  ).3(سانتي گراد نشان داده شده است  34/82در دماي  bcl2منحني ذوب ژن  .)1(نشان داده شده است 

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  



و همكاران الهه علي عسگري  

)119شماره پي در پي(1395اسفندـ 12شمارهـ  21مجله ارمغان دانش ـ دوره   1200

به ژن مرجع در رده  ،Bax و Bcl2ي ها ژننسبت بيان ). GAPDHژن (نسبت به كنترل  Bcl2و  Baxي ها ژننمودار ميزان بيان . 4  نمودار

  .ساعت تغيير يافت 24طي  01/0p< (54/0±76/2 ،)01/0P < (43/0± 21/0(سلولي سرطاني كولون تيمار شده به ميزان 

  

  

  

 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

) دو تصوير بالا.  كولوننتايج آناليز فلوسايتومتري تاثير عصاره سلول باكتري لاكتوباسيلوس كازئي بروي رده سلولي سرطان . 5 نمودار

سلول هاي زنده، مربع : مربع سمت چپ پايين: در تصاوير چهارخانه.نمونه تحت تيمار عصاره سلولي) نمونه كنترل تيمار نشده،  دو تصوير پايين

تحت تيمار عصاره سلول ها در نمونه هاي . آپوپتوز تاخيري: نكروز، مربع سمت راست بالا: آپوپتوز اوليه، مربع سمت راست پايين: سمت چپ بالا

 .ثانويه شده اند درصد  64/19و درصد  98/15وارد آپوپتوز اوليه 

  

  بحث

و از  اســتهــا  ه سـلول يــرو يسـرطان رشــد ب ـ 

و مقاومـت آن   يرقابل كنترل سلولير غيكه تكث يينجاآ

ــه  ــرگ برنام ــه م ــر ب ــيشــده، و يزي ــا يژگ  ياصــل يه

باعث كه  ين عامليباشند، بنابرا يم يسرطان يها سلول

توانـد بـه    يم ـشود  يم يسرطان يها آپوپتوز در سلول

بـا  ). 22ـ23(شناخته شود يك ماده ضدسرطانيعنوان 

 درمـاني  يمشي به ر مقاومتياخ ين حال، در دهه هايا

نشان داده  ها هشود و مطالع يممحسوب  بزرگي مشكل

 بـه دليـل   هـا  سـرطان  كـل  دوم يـك  حـداقل  كـه  اسـت 
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ــا تركيــب ــم در موجــود يه ــذا رژي  ايجــاد ييغ

 ارتبـاط  و غـذايي  يها رو تركيب اين از ).24(گردند يم

 به را از دانشمندان بسياري توجه افراد، سلامت با آنها

 جملـه ايـن   از هـا  پروبيوتيك كه است كرده جلب خود

ــواد ــ م ــند يم ــان و باش ــور هم ــه ط ــه  ك  شــد، گفت

 در كـه  هسـتند  زايـي  بيماري هاي غير ميكروارگانيسم

 بر مفيدي و اثرات دارند وجود دافرا گوارشي سيستم

 بـه توليـد   منجـر  ها پروبيوتيك مصرف. دارند ميزبان

 غلظـت  ماننـد  تخميـري  محصـولات  از وسـيعي  طيف

 ).25(گردد يم كوتاه زنجير با چرب اسيدهاي بالايي از

 خـانواده  هـاي  بـاكتري  هـا  پروبيوتيـك   يمتما ميان در

 ، لوسيدوفيلاكتوباسـيلوس اس ـ  نظيـر  لاكتوباسيلوس

از  دلبـوركي  لاكتوباسـيلوس  و كـازئي  لاكتوباسيلوس

 و انسـان  روده نرمـال  فلـور  اجـزا  تـرين  مهـم  جملـه 

 هاي پروبيوتيك نقش اين بر علاوه. باشند يم حيوانات

 بـه  كولوركتال درمان سرطان تسهيل بر لاكتوباسيلي

ل امـروز  ي ـن دليو به هم) 26(است شده شناخته خوبي

ت ياثـرات سـم   يررس ـنـه ب يدر زم يهـاي  هشتر مطالعيب

  .ك در حال انجام استيوتيپروب يها يباكتر يسلول

عصـاره   يت سوليدر مطالعه حاضر اثرات سم

بـر   يلوس كـازئ يلاكتوباس ـكشته شده  يباكتر يسلول

ــلول يرو ــون  يرده س ــرطان كول ــال  س  HEc293و نرم

ج نشـان داد كـه اثـرات    ينتـا . مورد مطالعه قرار گرفـت 

 يدر رده سـلول  يرعصاره سـلول بـاكت   يت سلوليسم

HT29 يش غلظـت سـلول  يوابسته به دوز است و با افزا ،

زان ي ـن ميشتريشود و ب يمشتر يب يت سلولياثرات سم

تـر  يل يليكروگرم در ميم 1000در غلظت  يت سلوليسم

عصـاره   يت سـلول يج سـم ين نتـا يچن ـ هم. دست آمده ب

ت يزان سـم ينشان داد كه م HE293رده  يبر رو يباكتر

 يار كمتر نسبت به رده سـلول ين رده بسيا يآن بر رو

HT29   تـر  يل يل ـيكروگـرم در م يم 1000است و تا غلظـت

ن ببرد و يها را از ب درصد سلول 20تنها توانسته است 

 يك ـي رسـد  يمبه نظر  .ها زنده هستند درصد سلول 80

 يهــا ســلول يشــتر بــر رويت بيل اثــرات ســميــاز دلا

نـد  يآدر فر يتوكنـدر يم يت بـالا يزان فعالي، ميسرطان

 يع ـيطب يهـا  نسبت به سلول يسرطان يها تنفس سلول

سـلول   يهـا  بي ـترك يبـرا  يط مناسـب ياست كـه شـرا  

فـراهم   يسـرطان  يهـا  ب سـلول ي ـجهت تخر ييايباكتر

ــ ــد يم ــم .كن ــ ه ــين يچن ــر از دلايد يك ــگ ــاوت ي ل، تف

و هـم   يع ـيو طب يسـرطان  يهـا  ك سـلول يموروفولوژ

تلاف در ن اخ ـياسـت كـه هم ـ   يزان منافذ سلولين ميچن

ت يزان سـم ي ـه مي ـتوج يگر برايد يتواند عامل يمشكل 

  .باشد يسلول

اثـرات   يبررس ـ يبـر رو  يمختلف ـ يهـا  همطالع

سـلول   يهـا  رده يها بـر رو  كيوتيپروب يت سلوليسم

بر طبق مطالعه انجـام شـده   . انجام شده است يسرطان

 يياي ـباكتر يهـا  هيو همكـاران، سـو   يبه وسيله تـاونيت 

ــوتيپروب ــلاكتوبك يـــ ــارياســـ و  كوسيلوس بولگـــ

ــ ــازئيلاكتوباس ــا  يلوس ك ــاهش درصــد بق  يســبب ك

ن ي ـج اينتا. شوند يم Caco-2و  HT29 يسرطان يها سلول

كشـته   يها يباكتر يسلول يمحققان نشان داد كه اجزا

كان و يدوگلي ـ، پپتيواره سـلول ي ـشده با حرارت مانند د

ك در برابـر  يتوتوكس ـياثرات س يتوپلاسم همه دارايس

و همكـاران   سـودا  ).27(هسـتند   يسـرطان  يسلول ها
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ل را يمختلف لاكتوباس يها يباكتر يت سلولياثرات سم

مورد مطالعه قـرار   Caco-2 يسرطان يها سلول يبر رو

ــد ــا. دادن ــج اينت ــاره   ي ــه عص ــان داد ك ــه نش ن مطالع

 يهـا  ل رشـد سـلول  يلاكتوباس ـ يياي ـباكتر يهـا  هيسـو 

). 28(نـد ك يموه وابسته به دوز مهار يرا به ش يسرطان

داشـت   يخـوان  هم حاضربا مطالعه ها  هن مطالعيج اينتا

ــاز ا ــلول  ي ــه عصــاره س ــت ك ــاكتر  ين جه ــلول ب  يس

صورت وابسته به دوز باعث ه ب يلوس كازئيلاكتوباس

  .  شود يم يسرطان ين رفتن سلول هاياز ب

 يگر از اهـداف مطالعـه حاضـر، بررس ـ   يد يكي

 يكازئلوس يلاكتوباس يعصاره سلول ياثرات آپوپتوز

 يبـه طـور كل ـ  . بـود  HT29 يسرطان يها سلول يبر رو

كردهـا  ياز رو يكي يشده سلول يزير القاء مرگ برنامه

ر مــرگ يمســ. رود يمــدر درمــان ســرطان بــه شــمار 

ــ يســلول ــال ســاز  يم ــد شــامل فع ــرو يتوان  يدادهاي

غشـا   يرينفوذپـذ  ك در سلول باشد كه بايپروآپوپتوت

 Bak و Bax يهـا  نيپـروتئ  به وسـيله  يتوكندرياندامك م

از آن و  cتوكروم يس يآزادساز شروع شده و موجب

ــاًينها ــپاز    ت ــدن كاس ــال ش ــپاز   9فع ــپس كاس  3و س

بـا   Bclxlو  Bcl2 يها نيپروتئن يعلاوه بر ا). 29(شود يم

و  يتوكندري، ميندوپلاسمآقرار گرفتن در سطح شبكه 

  و Bax يهـا  نيهسته از كنـار هـم قـرار گـرفتن پـروتئ     

Bakيپتـوز وضـد آپ ت ين فعاليبنابرا دينما يم يريجلوگ 

در مطالعه حاضـر اثـرات عصـاره    ). 30(دهند يمنشان 

ان ي ـش بيدر افزا يلوس كازئيلاكتوباس يباكتر يسلول

ــپروآپوپتوتژن   ــاهش  Baxك يـ ــبو كـ در  Bcl2ان ژن يـ

 يزي ـر كولون و القاء مـرگ برنامـه   يسرطان يها سلول

 يهـا  يرس ـن بريبنـابرا . نشـان داده شـد   يشده سـلول 

ل ي ـا پروفايلازم است تا بتوان اثبات كرد كه آ  يشتريب

نقـش آن   يبـرا  يتواند مدرك يم ها ژنن يا mRNA يانيب

ق تر پاسخ سرطان به يو دق ياختصاص ييش گويدر پ

، يتومترين، در بخـش فلوس ـ يعلاوه بر ادرمان باشد؟ 

بـه  زان آپوپتـوز و نكـروز القـا شـده     ي ـم يابيارز يبرا

ن يــدر ا. اســتفاده شــد IC50 از غلظــت عصــاره، وســيله

 ير عصــاره ســلوليثأتــ يتومتريج فلوســينتــامطالعــه 

آپوپتوز  يالقا يين عصاره تواناينشان داد كه ا يباكتر

د توجه داشت يبا. دارد سرطان كولون يها را در سلول

افتن ي ـر در جهـت  ي ـاخ يهـا سال يها هشتر مطالعيكه ب

آپوپتـوز را  باشد كـه بتوانـد    يم يضدسرطان يداروها

جـاد التهـاب   يالقا كند تا بـدون ا  يسرطان يها در سلول

 جينتـا . ن رونـد يت از ب ـي ـته شده و در نهايآنها فاگوس

و همكـاران نشـان داد كـه     بالدوينيها قيتحق از حاصل

 يلوس كـازئ يلاكتوباس ـو  لوسيدوفيلوس اسيلاكتوباس

ــ ــزا  يم ــد باعــث اف ــايتوان ــوز يش الق س در رده يآپوپت

 عنوان به توانند يشوند و م LS315 يومانيكارس يسلول

 32(شـوند   گرفتـه  كـار  بـه  يدرمـان  يميبا ش ـ ادجوانت

 نشـان  خـود  يهـا  قيتحق با زين همكاران وچيو ). 31و

ــد ــا بيــكــه ترك دادن  از شــده ترشــح محلــول يه

 رامنوسـوس  لوسيلاكتوباس ـ و يكـازئ  لوسيلاكتوباس

 يتيمونوس يايلوكم يهاسلول در آپوپتوز يالقا باعث

 عنـوان  به را ها كيوتيپروب توانيم جهيدرنت شوند، يم

 كـه  گرفت نظر در سرطان با مبارزه يمن برايا يعامل

در مطالعـه  ). 33(ندارند يپ در يجانب عارضه گونه چيه

 مخمـر ساكاروميسـس   د كـه ه ش ـنشـان داد  يگـر يد
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 باعث وقـوع  تواند يم حرارت با شده كشته سرويسيه

                     ســــينه انســـرط  رده ســـه  در ســـلولي  آپوپتـــوز 

)MCF-7 ،ZR-75-1  وHCC70( نشان دادند كه  به علاوه. شود

 مخمـر ساكاروميسـس   يم داخل تومـور يق مستقيتزر

ن يتواند باعث از ب ـ يمسرويسيه كشته شده با حرارت 

). 34(شـود  يم ـآپوپتـوز   يرفتن قابل توجه تومور، القا

ج ينتــابــر طبــق  يت ســلوليســم  هج مطالعــينتــا  يمتمـا 

 ين نظر كه عصـاره سـلول  يباشد از ا يم حاضرمطالعه 

آپوپتوز شود كه در مطالعه ما بـا   يتواند باعث القا يم

  . ديد گردييأت يتومتريو فلوس Real Time PCRدو روش 

  

  يريگ جهينت

 يك و آپوپتـوز يتوتوكس ـيبا توجه به اثرات س

رده  يبــر رو يلوس كـازئ يلاكتوباســ يعصـاره سـلول  

 يهـا  سلول يت كمتر بر رويزان سميو م HT29 يسلول

ــال ــام ،HE293 نرم ــه در آ ي ــت ك ــام   يد اس ــا انج ــده ب ن

به عنوان مكمل  ين باكتريشتر بتوان از ايب يها همطالع

ــيدارو ــان و پ ي ــون  يريشــگيدر درم از ســرطان كول

      . استفاده نمود

  

   ر و تشكريتقد

مقطـع  ان نامـه  ي ـاز پا ين مقاله حاصل بخش ـيا

ت دانشـگاه آزاد  ي ـباشد كه با حما يمارشد  يكارشناس

له از تلاش همكاران ين وسيبد. اجرا شده است  يماسلا

كــه در   يمــين رحيــآر يآقــا و يمدانشــگاه آزاد اســلا

 ينمـوده انـد تشـكر و قـدران     ين پروژه همكاريانجام ا

  .ميينما يم
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Abstract 
Background and aim: Nowadays, the probiotic bacteria such as lactobacilli are known as preventing factors 
the development of many diseases including cancer. The aim of this study was to investigate the cytotoxic 
effect of Lactobacillus casei PTCC 1608 cell extract as probiotic bacteria on colon cancer cell line (HT29) and 
analysis of Bax and Bcl2 apoptosis gene expression.  
 
Methods: In this experimental study, the cell extract of heat killed L. casei was prepared at 0.01, 0.1, 1, 10, 
100 and 1000 µg/ml concentration. The cytotoxicity of various cell extracts on HT29 and HEC293 cell lines 
were evaluated in 24 hours using MTT assay. Moreover, the Bax and Bcl2 apoptosis gene expression level in 
HT29 cell line was analyzed using Real Time PCR. The apoptotic effects of cell extract was determined using 
Flow-cytometry technique. Finally, the collected data were statistically analyzed using one-way analysis of 
variance with the SPSS/18 software. 
 
Results: The results of MTT assay showed that cell extracts of L. casei was able to reduce the survival rate of 
HT29 cell line to 0.95±0.44, 73.45±0.21, 51.49±0.87, 39.5±0.45 and 19.7±0.55. Also at the same 
concentrations in HEC293 cell lines resulted in survival decreased rate of 98.67±056, 94.31±0.87, 26/0 ± 
1/92.1±0.26, 91/89.91±0.42, 34/8434±0.55, 29/79.29±0.49.  In addition to the Real Time PCR results the 
expression level of Bax and Bcl2 was increased and decreased in HT29 cell line respectively (2.76 ± 0.54 
(P<0.05), 0.21 ± 0.43 (P< 0.05)) in 24 hrs. Moreover, the flow cytometry results indicated the 35.62 % 
apoptosis in HT29 cell line treated with IC50 value. 
 
Conclusion: The results show that the cell extract of L. casei PTCC 1608 could induced the apoptosis in 
HT29 cell line and it had low toxicity on HEC293 cell line. Therefore, it seems that L. casei has potential uses 
as probiotic for pharmaceutical applications including prevention and treatment of colon cancer. 
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