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ABSTRACT

Background & objectives: Colorectal cancer is one of the most common cancers in the world.
Much attention has been given to nutritional supplements that can alter intestinal flora as
factors preventing colon cancer. Research has shown that lactic acid bacteria in foods are
potentially capable of inducing apoptosis. In this regard, the most focus has been on
Lactobacillus genus. This study, investigated the cytotoxic effect of metabolites of isolated
strain from Azerbaijan traditional cheeses on HCT116 colorectal cancer cells .
Methods: In this cross-sectional study, after collecting samples of traditional "Lighvan" and
"jug" cheeses in the region of Azerbaijan, MRS medium was used for isolation of lactobacilli.
The isolates were identified by biochemical and molecular approaches after primary
confirmation. The metabolites were produced in MRS broth, and their supernatants were
separated. The inhibitory effect of the supernatants of the isolates on HCT116 cancer cells
was studied and their effects were evaluated by microscopy and MTT assay.
Results: In this study, three isolates of "Lighvan" and sixteen isolates of "jug" cheeses were
obtained. The results of anticancer activity showed that the supernatants of the isolates CT2
and JT1 had a significant anticancer effect on HCT116 cancer cells (p˂0.05) .Identification of
the isolates CT2 and JT1 showed 99% and 96% similarity with Lactobacillus brevis,
respectively.
Conclusion: Lactobacilli in Azerbaijan traditional dairy products have a significant value in
terms of anticancer properties.
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مقدمه
سرطان موضوع مهم تحقیقات تجربی، اپیدمیولوژیک 
و بالینی در سطوح مولکولی، سـلولی، بافـت و بـالینی    

بیماري یکـی  این.]1[تدر طول چند دهه گذشته اس
و ]1-3[از علل اصلی مرگ در سراسـر جهـان بـوده   

.]4،3[تعداد کل موارد در حال افزایش است

ســرطان کلورکتــال، ســرطان روده بــزرگ و راســت 
روده (کولون و رکتوم) است. سرطان کولون یکـی از  
مهمترین علل اصلی مـرگ و میـر ناشـی از سـرطان     

سـرطان و مـورد  51000سالانه بیش از. ]6،5[است
ــران   35000 ــرطان در ای ــی از س ــرگ ناش ــورد م م
شود کـه در ایـن میـان سـرطان کولـون      میگزارش

چکیده
هـاي غـذایی کـه    ترین عوامل سرطان در دنیا است. توجه زیادي روي مکمـل سرطان کولورکتال یکی از شایعزمینه و هدف:

شده، هند، متمرکز است. طبق تحقیقات انجامکننده از سرطان کولون تغییر دتوانند فلور روده را به عنوان عوامل پیشگیريمی
هاي تولید کننده لاکتیک اسید موجود در مواد غذایی به صورت بالقوه قادر به القاي آپوپتـوز هسـتند. در ایـن زمینـه     باکتري

هـاي حاصـل از   بیشترین بررسی روي جنس لاکتوباسیلوس بوده اسـت. طـی ایـن پـروژه، فعالیـت سـمیت سـلولی متابولیـت        
مـورد بررسـی   HCT116هاي سـرطان کلورکتـال  شده از پنیرهاي سنتی آذربایجان بر روي سلولهاي جداسازياسیللاکتوب

.قرار گرفت

در این مطالعه تحلیلی، نمونه هاي پنیرهاي سنتی لیقوان و کوزه منطقه آذربایجان جمع آوري و از محـیط کشـت   روش کار:
MRSها پس از شناسایی بیوشیمیایی و مولکولی، جهـت تولیـد متابولیـت و    . جدایهبراي جداسازي لاکتوباسیل ها استفاده شد

هـاي  مایع کشت داده شدند. اثر مهاري مـایع رویـی حاصـل از جدایـه هـا روي سـلول      MRSجداسازي مایع رویی در محیط
.بررسی گردیدMTTتوسط میکروسکوپ و همچنین تستHCT116سرطانی 

جدایـه از پنیـر کـوزه جداسـازي شـد. نتـایج بررسـی فعالیـت         16جدایـه از پنیـر لیقـوان و    3در این بررسی تعداد یافته ها:
HCT116هاي سرطانیاثر ضدسرطانی قابل توجه روي سلولJTa1وCT2ضدسرطانی نشان داد که مایع رویی جدایه هاي

را لاکتوباسـیلوس بـرویس  ت بـا شباهدرصد96و 99به ترتیب وجودJTa1وCT2شناسایی جدایه هاي). ˂05/0p(داشتند
.نشان دادند

هاي موجود در لبنیات سنتی آذربایجان از نظر خواص ضدسرطانی از ارزش قابل توجهی برخوردار لاکتوباسیلنتیجه گیري:
.هستند

، سمیت سلولیHCT116هاي سرطان کلورکتال لاکتوباسیلوس، سلولواژه هاي کلیدي:
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سومین و چهارمین سرطان شایع به ترتیب در مردان 
. ســرطان کولــون تحــت تــاثیر تو زنــان ایرانــی اســ

فاکتورهـاي ژنتیکــی و محیطــی اسـت. عــلاوه بــر آن   
سرطان کند که این مطالعات اپیدمیولوژیکی تایید می

به میزان بیشتري نسبت به عوامل ژنتیکی، تحت تاثیر 
.]6[عوامل محیطی قرار دارد 

رایــج بــراي ایــن بــدخیمی شــامل     هــايدرمــان
ــیمی ــانی، پرتوش ــت درم ــی اس ــانی و جراح . ]7[درم
براي درمان سرطان کولون در سه چهـارم  هاجراحی

بیماران امکان پذیر است، اما با وجود این، حدود نیمی 
قابـل درمـان   یماران پس از جراحی دچار عود غیرباز 

ــاري ــیبیم ــا    م ــی و ی ــانی کمک ــیمی درم ــوند. ش ش
درمانی عـود و مـرگ و میـر ناشـی از سـرطان      پرتو

ایــن امــا همــه. ]8[دهــدمــیکولورکتــال را کــاهش
با خطر بالاي بروز عـوارض همـراه بـوده و    هاروش

. سـرطان کولـون   ]7[آمیـز نیسـتند  همیشه موفقیت
رفتاري ناهمگن در سـطح سـلولی و مولکـولی    انسان 
توانند مقاومت میي تومورهادهد و سلولمینشان

بنابراین، . ]9[خود به شیمی درمانی را افزایش دهند
هـاي جدیـد درمـانی پیشـگیرانه     نیاز به توسعه روش

.]7[براي این بدخیمی وجود دارد
در بســیاري از تومورهــاي انســانی مختــل1آپوپتــوز

ي هـا مهمـی در مـرگ سـلول   ه ، و نیز پدیـد شودمی
تومــوري ناشــی از شــیمی درمــانی اســت. بنــابراین،  

دادن القاي آپوپتوز از طریق هدف قـرار تمرکز روي
ي مرتبط با این پدیده، ممکن است روشـی  هاپروتئین

.]10[موثر در درمان سرطان باشد
ترکیبات غذایی شناخته شـده اي هـم کـه از سـرطان     

،DNAکند، بـه دنبـال آسـیب   میريکلورکتال جلوگی
آپوپتوز را افزایش داده و ممکـن اسـت سـبب ایجـاد     
مکانیســم مهمــی بــراي پیشــگیري از ســرطان شــود.  

ــرطان ــیاري از س ــابس ــل  ه ــل قاب ــان از عوام در انس
کشیدن، و رژیم گیري مانند عفونت، التهاب، سیگارپیش

. از سـوي دیگـر، پـیش    ]11،1[شـود میغذایی ایجاد

1 Apoptosis

ن کلورکتال پیشـرفته ضـعیف اسـت و از    آگهی سرطا
.]12[این رو پیشگیري از بروز این بیماري لازم است

تغییر فلور روده ممکن اسـت موجـب رشـد تومـور     
ي غـذایی  هاگردد؛ در نتیجه توجه زیادي روي مکمل

ــه ــیک ــو  م ــه عن ــور روده را ب ــد فل ــل توانن ان عوام
کننده از سرطان کولـون تحـت تـاثیر قـرار     پیشگیري

متمرکز شده است. نتایج بسـیاري از مطالعـات   دهند
ي پروبیوتیک با تحت تـاثیر  هاهد که باکتريمینشان
ي مربـوط بـه تقسـیم    هـا دادن سـرعت واکـنش  قرار

ي اپیتلیــال کولــون، موجــب کــاهش تکثیــر هــاســلول
نشـان  هـا بررسـی .]13[شودمیي سرطانیهاسلول

سرطانی مصـرفی بـه همـراه    داده اند که عوامل ضد
ــاکتريمــو ي لاکتیــک اســیدهــااد غــذایی، از جملــه ب

(LAB)2      به صورت بـالقوه قـادر بـه القـاي آپوپتـوز ،
 ــ.]4،10[هســتند ــه بیش ــن زمین ــز و در ای ترین تمرک

.بوده استلاکتوباسیلوستحقیقات روي جنس 

ــه  ــامل گون ــیلوس ش ــنس لاکتوباس ــاج ــوعیه ي متن
3بیجرینـک . این جنس اولین بار توسـط ]14[باشد می

-اورلا، 1919شرح داده شد. در سـال  1901ال در س
این جنس را با توجه به دمـاي رشـد بهینـه و    4جنسن

جنس ، بــه ســه زیــرهـا مسـیر تخمیــر هگــزوز در آن 
ترموباکتریوم، استرپتوباکتریوم و بتاباکتریوم تقسـیم  

.]15[کرد
یی بـه طـول   هـا یا کوکوباسیلها، باسیلهالاکتوباسیل

کرون، گـرم مثبـت، غیـر    می5/0-2/1و عرض 10-1
اسپورزا، کاتالاز منفی، به ندرت متحرك و با محتواي

GC14-18[هســتنددرصــد 33-55در محــدوده[ .
سـیتوکروم و کاتـالاز ندارنـد ولـی در     هااین باکتري

کنند و میکروآئروفیل میمجاورت اکسیژن هوا رشد
5بوده، در حضور هـوا رشـد کمـی دارنـد و وجـود     

بن در محیط باعث تحریک رشد دي اکسیدکردرصد
30-40دماي بهینـه رشـد آنهـا    .]14،2[شودمیآنها

2 Lactic Acid Bacteria
3 Beijerinck
4 Orla-Jensen
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باشد اما توانایی رشـد تـا دمـاي    میدرجه سلسیوس
هـا درجه سلسیوس را هم دارند. این بـاکتري 53-50

pHقدرت تحمل اسید را در محیط داشته و گرچـه 

باشد، اما بـه طـور   می5/5-5/8بهینه براي رشد آنها
.]14[نیز قادر به رشد هستند5کمتر از pHرکلی د

از طریـق  ، عمـدتاً هـا سرطانی لاکتوباسیلفعالیت ضد
در آزمایشـگاه،  .]2[گیـرد مـی القاي آپوپتوز صورت

ي هـا القاي مسـیر میتوکنـدریایی آپوپتـوز در سـلول    
ــی     ــراه برخ ــه هم ــده ب ــه ش ــون انکوب ــرطان کول س

 ـمشاهده شده اسـت کـه نشـان   هالاکتوباسیل ه ددهن
در 1یـاور بـه عنـوان   هـا امکان استفاده از این بـاکتري 

هـدف از ایـن   .]11[درمانی ضد سرطان استشیمی
ي جدیـد از پنیرهـاي   هـا پروژه، جداسازي لاکتوباسیل

ي هـا سنتی آذربایجان به منظور دسـتیابی بـه سـویه   
ي جدیـد بـا فعالیـت    هـا نتیجـه متابولیـت  جدید و در

ان کلورکتـال ي سـرط هـا سمیت سلولی علیـه سـلول  
HCT116بوده است.

روش کار
هاجداسازي لاکتوباسیل

تا بهمن ماه 94که از مهرماه تحلیلیطی این مطالعه 
در شهرهاي تبریـز، بنـاب و آذرشـهر در دسـت     95

ه ي پنیرهاي لیقوان و پنیرهاي کوزهاانجام بود، نمونه
هاآذربایجان به عنوان منابع جداسازي باکتريه منطق

ســتفاده قــرار گرفــت. پــس از رقیــق ســازي مــورد ا
در هـا توسط سرم فیزیولوژي، سوسپانسیونهانمونه
کشت HiMedia-Indiaجامد شرکتMRS2محیط

سـاعت  48داده شدند. پس از گرماگذاري به مـدت  
ي هـا ، به منظور تایید اولیه، کلنـی OC37ه خاندر گرم

توسـط رنـگ آمیـزي    هامربوط به باسیله ظاهرشد
ي مربوطه هاست کاتالاز مشخص و از باکتريگرم و ت

]19،20[د کشت خالص تهیه گردی

1 Adjuvant
2 De Man, Rogosa and Sharpe

تولید متابولیت
ــت،   ــه منظــور اســتخراج متابولی ــر از 100ب میکرولیت

بـراث  MRSباکتریـایی، در محـیط  ه ي تـاز هـا کشت
بــه هــاتلقــیح شــده و کشــتBiolife-Italyشــرکت
0C37شـــیکرداره خانـــســـاعت در گرم24مـــدت 

هـا دند. پس از آن، میزان جذب کشتگرماگذاري ش
تعیـین  25/1نـانومتر بـه میـزان    600در طول مـوج  

3000دقیقه با سـرعت  30به مدت هاگردید. کشت
دور بر دقیقه سانتریفیوژ شـدند. مـایع رویـی حـاوي     

از رسوب باکتریایی جـدا شـده و توسـط    هامتابولیت
]21[میکرونی استریل شد22/0فیلتر 

ي برتراهشناسایی جدایه
شناسایی بیوشیمیایی

آمیزي گرم و همچنین تست کاتالاز پس از انجام رنگ
ي هـا جهـت جداسـازي اولیـه، در ایـن مرحلـه، تسـت      

تخمیــــر ،(VP)پروســــکوئر-بیوشــــیمیایی ووژ
(گلوکز، گـالاکتوز، لاکتـوز، آرابینـوز،    هاکربوهیدرات

مالتوز، مانیتول، سوربیتول، ساکارز، گزیلوز، ملیبیـوز،  
فینوز و ترهـالوز)، هیـدرولیز آرژنـین و رشـد در     را

ي هـا بـراي جدایـه  ) 0C45و0C15(دماهـاي مختلـف  
.]22-24[برتر انجام گرفت
شناسایی مولکولی

PCR، از روشهـا تـر جدایـه  جهت شناسـایی دقیـق  

ي هـا استفاده شد. براي شناسایی مولکولی لاکتوباسیل
یـابی  لیروژه، با تمرکز بر تکثیـر و تـوا  این په برگزید

و بررسـی نتـایج بـا    PCR، از روش16S rRNAژن 
ــد.   ــتفاده شــ ــارز اســ ــورز ژل آگــ روش الکتروفــ

بـا اسـتفاده از پرایمرهـاي یونیورسـال     PCRواکنش
27F1492وR  سـکانس  )4(جـدول  انجـام گرفـت .

انجـام  کشور کره "Bioneer"توسط شرکت هاتوالی
سـایت BLASTتوسـط نـرم افـزار   هاو آنالیز توالی

NCBIدندروگرام مربوط . ]25-27[صورت گرفت
افــزارتوســط نــرمي جداســازي شــدههــابــه ســویه

Mega53 يهالوژنتیکی توالییآنالیز فکه جهتDNA

3 Molecular Evolutionary Genetic Analysis
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ی و ترسیم درخت فیلوژنتیکی مورد استفاده و پروتئین
آنالیز شد DNAي هاتوالیگیرد، انجام شد.میقرار

و درخت فیلوژنتیکی رسم گردید.
ي سلولیهابررسی

ي سرطانیهاکشت سلول
از بانــک HCT116ي سـرطان کلورکتـال  هـا سـلول 

سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه و در محـیط کشـت   
Gibco-Englandشـرکت RPMI 16401سـلول 

% 1آلمــان و SIGMAشــرکتFBS2%10حــاوي
ــی  ــوط پن ــینمخل ــیلین و استرپتومایس -SIGMA)س

Germany)در شرایط دمايOC37 میزانوCO2

.]28[کشت داده شدند5%
بررسی سمیت سلولی

پـس از  HCT116يهـا بررسی میکروسکوپی: سـلول 
بــه ،PBS3توســطتریپســینه شــدن و شســت و شــو

خانـه اي  96سـلول در هـر چاهـک پلیـت     104میزان 
میکرولیتـر محـیط کامـل کشـت ســلولی     200حـاوي  

50و20، 15، 10، 5کشت داده شده و به ترتیـب بـا   
، 24زمانی ي هایکرولیتر متابولیت باکتریایی، در بازهم

ساعت تیمار شدند. چاهک اول هر ردیف به 72و 48
عنوان کنترل منفی (بدون تیمار) تعیین گردید. پس از 

و میــزانOC37ســاعت گرماگــذاري در دمــاي72
CO25%   ـ  ه ، نتایج مورد بررسـی قـرار گرفتـه و جدای

سـلولی بـا   ن سـمیت  لبنی از نظر میـزا ه برتر هر ماد
.]28[انتخاب گردید>05/0pسطح معنی داري

تـر  این تست به منظـور بررسـی دقیـق   : MTTتست
برتــر و ه ســمیت ســلولی متابولیــت حاصــل از جدایــ

شـده انجـام   ي تیمارهـا برآورد میزان زیستایی سلول
کل فوق کشت داده شده و طبق پروتهاگردید. سلول

لیـت مـورد بررسـی    به صورت سه بار تکرار بـا متابو 
میکرولیتر محلول20ساعت، 72تیمار شدند. پس از 

MTT میلـی لیتـر  1میلی گرم بر 5با غلظتPBS ،

1 Roswell Park Memorial Institute 1640
2 Fetal Bovine Serum
3 Phosphate Buffered Solutions

3به هر چاهک اضافه شـد و پلیـت کشـت بـه مـدت      
قرار گرفت. پس از سـه سـاعت،   گرمخانهساعت در 

200تخلیــه و بــه هــر چاهــک هــامــایع رویــی پلیــت
 ـDMSO4میکرولیتر س از آن، میـزان  افزوده شد. پ

ي زنـده  هـا رنگ تولید شده که نمایانگر میزان سلول
نــانومتر 570اســت، توســط دســتگاه الایــزا ریــدر در

گیــري و میــزان بقــاي ســلولی پــس از تیمــار انــدازه
.]28-30[محاسبه گردید

و تحلیل آماريتجزیه
آزمایشات بررسی سمیت سلولی با سه تکـرار انجـام   

ین ذکر شده است. بـراي  شد و نتایج به صورت میانگ
ي الایزا و بقـاي سـلولی از نـرم افـزار    هاتحلیل یافته

SPSS-16ــه روش ــوکیب ــراي  5ت ــتفاده شــد. ب اس
.استفاده شد>05/0pازهادار بودن یافتهمعنی

هایافته
هاجداسازي لاکتوباسیل

آگـار کـه   MRSشـده روي محـیط  ي ظاهرهـا کلنی
ي گـرد،  هـا نـی بودنـد، کل هـا مربوط بـه لاکتوباسـیل  

محدب، نیمه شفاف، نرم و داراي رنگ کرمی بودنـد  
ــکل ]31[ ــی   1(ش ــواد لبن ــل م ــی از ک ــور کل ــه ط ). ب

16جدایـه از پنیـر لیقـوان و    3شده تعداد آوريجمع
جدایه از پنیرهاي کوزه جداسازي، و به ترتیـب طبـق   

گرم مثبت (شکل هاکدگذاري گردید. جدایه1جدول 
.ند) و کاتالاز منفی بود2

ي جداسازي شده بر روي هامورفولوژي کلنی لاکتوباسیل.1شکل 
آگارMRSمحیط کشت 

4 Dimethyl Sulfoxide
5 Tukey
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ي سنتی جمع آوري شدههاي حاصل از پنیرهاجدایه.1جدول 
کد گذاريحاصلهه تعداد جدایلبنیه ماد

3CT1, CT2, CT3پنیر لیقوان

16JT1, …, JT16پنیر کوزه

Lactobacillusه جدایرنگ آمیزي گرم دو .2شکل  sp. CT2)a و (Lactobacillus sp. JTa1)b(ررسی سمیت سلولیب

بررسی میکروسکوپی
تغییرات سلولی ناشی ه مقایسه در این مرحله، در نتیج

)، از میـان  4و 3(شکل هابا متابولیتهااز تیمار سلول
ــه ــاجدای ــوان جدایـ ـه ــر لیق ــان CT2ه ي پنی ، و از می

به دلیل اعمـال  JTa1ه ي کوزه جدایهاي پنیرهاجدایه

ي سرطانی هابیشترین تغییرات در مورفولوژي سلول
لبنـی  ه ي برتر هر مـاد هاتحت تیمار، به عنوان جدایه

.انتخاب شدند

Lactobacillusه ي تحت تیمار با مایع رویی جدایهاتغییرات مورفولوژي سلول. 3شکل  sp. CT2. به غلظت و زمان قابل کاهش بقاي سلولی وابسته
میکرولیتر مایع 5ي تحت تیمار با هاسلول:cساعت، 24میکرولیتر مایع رویی طی 5ي تحت تیمار با هاسلول:bي کنترل، هاسلول:aمشاهده است. (

24میکرولیتر مایع رویی طی 15ي تحت تیمار با ها: سلولeساعت، 72میکرولیتر مایع رویی طی 5ي تحت تیمار با هاسلول:dساعت، 48رویی طی 
ساعت)
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Lactobacillusه ي تحت تیمار با مایع رویی جدایهاتغییرات مورفولوژي سلول. 4شکل  sp. JTa1. کاهش بقاي سلولی عمدتا وابسته به غلظت بوده و
5ي تحت تیمار با هاسلول:cساعت، 24مایع رویی طی میکرولیتر 5ي تحت تیمار با هاسلول:bي کنترل، هاسلول:aارتباط اندکی با زمان تیمار دارد. (

میکرولیتر مایع 15ي تحت تیمار با ها: سلولeساعت، 72میکرولیتر مایع رویی طی 5ي تحت تیمار با هاسلول:dساعت، 48میکرولیتر مایع رویی طی 
ساعت)24رویی طی 

MTTتست 

نشـان داده شـده   6و 5ي هانتایج این تست در شکل
مایع رویی MTTمربوط به نتایج تست 5ست. شکل ا

مربـوط  6) و شـکل  CT2حاصل از پنیر لیقوان (ه جدای

حاصل از پنیـر  ه مایع رویی جدایMTTبه نتایج تست 
) است. JTa1کوزه (

)p˂0.05٭(ه است . کاهش بقاي سلولی وابسته به غلظت و زمان قابل مشاهدMTTتوسط تست CT2ه بررسی اثر سمیت سلولی جدای.5شکل 
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. کاهش بقاي سلولی عمدتا وابسته به غلظت بوده و ارتباط اندکی با زمان تیمار MTTتوسط تست JTa1ه بررسی اثر سمیت سلولی جدای.6شکل 
)p˂0.05٭(دارد 

گـردد مـایع رویـی هـر دو     مـی همانطور که مشاهده
جدایــه داراي اثــر ضــدتکثیري و ســمیت ســلولی روي 

نی هسـتند. مقـادیر ارائـه شـده در     ي سـرطا هـا سلول
انحراف ±نمودارها به صورت میانگین سه تکرار مستقل

).˂05/0p*(باشدمی)SDاستاندارد (
ي برترهاشناسایی جدایه

ي بیوشیمیایی و مولکولی مرتبط هانتایج حاصل از تست
و 3و 2ول اي برگزیده، بـه ترتیـب در جـد   هابا جدایه

.نشان داده شده است7شکل 

با PCRهاي تکثیر شده در واکنش باند مربوط به توالی.7شکل
R)a:DNA ladder: 50 1492و F 27هاي یونیورسال استفاده از پرایمر

bp ،b:هاي باند نمونهCT2 وJTa11500به طول تقریبی bp(

ي برگزیدههاي بیوشیمیایی جدایههانتایج تست.2جدول 
درجه45و 15رشد در هیدرولیز آرژینینVPتست زتست کاتالارنگ آمیزي گرم

CT2+--++،+
JTa1+--++،+

ي برگزیدههاتوسط جدایههانتایج تخمیر کربوهیدرات.3جدول 
ترهالوزرافینوزملیبیوزگزیلوزساکارزسوربیتولمانیتولمالتوزآرابینوزلاکتوزگالاکتوزگلوکز

CT2+++++++-++-+
JTa1++-+++--++-+



199...                                                                            میترا ربیعی و همکاران هايسمیت سلولی لاکتوباسیل

]PCR]19ي مورد استفاده در واکنش هاپرایمر. 4جدول 

پرایمرتوالی
5' – AGAGTTTGATCMTGGCTCAG – 3'27 F

5' – ACGGCTACCTTGTTACGACTT – 3'1492 R

ي ایـن پـروژه بـا    هاتوالی جدایهه نتایج حاصل از مقایس
و میـزان قرابـت   NCBIسـایت  ي موجود در هاتوالی

نشـان داده  8و شـکل  5در جدول هاژنتیکی این جدایه
Lactobacillusي هاشده است. توالی جدایه sp. CT2

Lactobacillusو  sp. JTa1 :بــه ترتیــب بــا کــدهاي
MF506845 وMF506846 در ،NCBIثبـــت شـــد

).5(جدول 

16S rRNAژن توالیه مقایسه بر پایهاشناسایی جدایه.5جدول 

منبع جداسازي کد دست یابی تشابه گونه جدایه
پنیر لیقوان حاصل از شیر گوسفند MF506845 99% Lactobacillus brevis CT2

پنیر کوزه حاصل از شیر گوسفند MF506846 96% Lactobacillus brevis JTa1

Lactobacillusي هادندروگرام جدایه.8ل شک sp. CT2 وLactobacillus sp. JTa1
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بحث
ي موجـود  هاطی این پروژه اثر ضدسرطانی متابولیت

ي جداسـازي شـده مـورد    هادر مایع رویی لاکتوباسیل
بررسی قرار گرفت. اثر سمیت سلولی این ترکیبات به 

ي هـا خوبی ملاحظه شد. بررسی میکروسـکوپی سـلول  
 ــســرطانی تیمار ــا مــایع رویــی حاصــل از هم ه شــده ب

نشـان داد کـه ترکیبـات مـذکور داراي اثـر      اه ـجدایـه 
HCT116يهاضدتکثیري و سمیت سلولی روي سلول

ي داراي بیشترین هاهستند. به منظور غربالگري سویه
تــرین اثــرات جــانبی، اثــر ضدســرطانی و همچنــین کم

داراي ه به عنوان تست تاییدي براي جدایMTTروش
یرفت. بیشترین اثر مهاري در کمترین زمان انجـام پـذ  

گـردد، هـر دو   میچنان که در نتایج این تست ملاحظه
سرطانی ورد بررسی در این تست، فعالیت ضدمه جدای

قابل توجهی نشان دادند. نمـودار نتـایج، حـاکی از ایـن     
مطلب است که اثر سمیت سلولی متابولیـت حاصـل از   

وابســته بــه غلظــت و زمــان بــوده، و بــا CT2ه جدایــ
شـاهد کـاهش بقـاي سـلولی     ،هـا افزایش این پـارامتر 

هستیم. در مقابل، اثر سمیت سلولی متابولیت حاصل از 
با توجه به افزایش بقاي سلولی بـا گـذر از   JTa1ه جدای

وابسته به غلظت ساعت، عمدتا48ًساعت به 24زمان 
و ارتباط اندکی با تغییر زمان تیمار دارد. این امر بوده

بـات موجـود در   به سبب متابولیزه شـدن ترکی احتمالاً
ي هامایع رویی با گذر زمان، و یا به دلیل واکنش سلول

باشـد. هـر چنـد    مـی سرطانی در مقابل این ترکیبـات 
MTTصـل از تسـت  حاتوجه دقیـق بـه نمـودار نتـایج     

دهد که بـا وجـود تـاثیر هـر دو     مینشانCT2هجدای
، تـاثیر افـزایش   هامتغیر غلظت و زمان تیمار بر سلول

افزایش زمان مشهود است که این امـر  غلظت بیش از 
ــوژیکی   ــه تغییــرات مورفول ــوط ب از روي تصــاویر مرب

ه ي تحت تیمار، قابـل مشـاهده اسـت. مقایس ـ   هاسلول
IC50 سـاعت مـایع رویـی دو جدایـه نشـان     72زمان

 ـ می IC50بـا JTa1هدهد که متابولیت حاصـل از جدای

ترکیبات مهاري ،CFU/ml107x3/1ساعت72زمان 
 ـيقو بـا CT2هتري نسبت به متابولیت حاصل از جدای

IC50 ــاعت 72زمـــان دارد، CFU/ml1010x4/1سـ
)05/0p˂ .(  با توجه به قرابت هر دو جدایه با یک نـوع

ثـر  )، تفـاوت در میـزان ا  1لاکتوباسیلوس برویسگونه (
سرطانی ممکن است مرتبط با اخـتلاف ژنتیکـی دو   ضد

مطالعـه روي نـوع   ر بـاب  سویه باشد که این مسـئله د 
سرطانی و بررسی علل تفاوت در میـزان  ترکیبات ضد

.تواند بسیار قابل توجه باشدمیاثر آنها

ي این مطالعه نبـودن بررسـی مشـابه    هااز محدودیت
ي اسـید لاکتیـک از   هـا روي اثرات ضدسرطانی باکتري

ه تواند مقایسمیمنبع لبنیات سنتی بود که این موضوع
ي مشـابه را  هـا بررسـی و بررسـی  دقیق بین نتایج این

ایـن نتـایج بـا نتـایج     ه دشوار سازد؛ با این حـال، مقایس ـ 
صرف نظر از منبـع  هاتحقیقات مشابه روي لاکتوباسیل

توانــد در بــرآورد میــزان اثربخشــی مــیجداســازي،
.ترکیبات این بررسی راه گشا باشد

و همکاران در بررسـی خـود نشـان دادنـد کـه      چویی 
 ـه عصــار  بــا غلظـــت یلوس اســیدوفیلوس لاکتوباسـ

CFU/ml108   بقاي سلولی را نسبت به گـروه کنتـرل ،
که در مقایسه بـا  ]10[دهدمیکاهشدرصد 28-21

مقادیر به دست آمده در این تحقیق، اثر مهاري بسیار 
در مطالعـه  کمتر است. صادقی علی آبادي و همکاران

، لاکتوباسیلوس پلنتـارم نشان دادند که مایع رویی خود 
ي سرطان کلورکتالهااثر مهاري قابل توجهی بر سلول

Caco-2ــر  ]28[د دار ــاران اثـ ــلطان دلال و همکـ . سـ
با لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسضدسرطانی مایع رویی 

يهــاي مشــابه ایــن پــروژه را روي ســلولهــاغلظــت
Caco-2   بررسی کردند. مشاهده شد که اثـر سـمیت

نیسـت ددرص ـ38سلولی در بهتـرین حالـت بـیش از    
ي هـا بر اثـر بـالاي متابولیـت   که این نیز گواهی، ]29[

و همکـاران کـاهولی  بررسی شده در این پروژه بـود. 
اثـــر ســـمیت ســـلولی مـــایع رویـــی ايدر مطالعـــه

ي سـرطان  هـا را روي سـلول لاکتوباسیلوس فرمنتـوم 
مشابه نتـایج  کلورکتال ارزیابی کردند. این نتایج تقریباً

ــروژه  ــن پ ــودای ــد  اي آر .]30[ب ــر ض ــاران اث و همک

1 Lactobacillus brevis



201...                                                                            میترا ربیعی و همکاران هايسمیت سلولی لاکتوباسیل

ي هارا بر سلولهاسرطانی تعداد زیادي از لاکتوباسیل
مورد بررسی قرار دادند. نتایج این Caco-2سرطانی

.]13[د بررسی چندان قابل توجه نبو
ي هـا در توضیح اثر سمیت سلولی قابل توجه متابولیت

ي به دست آمده در این پروژه در مقایسه بـا  هاجدایه
ي هـا ، شاید بتوان گفـت کـه متابولیـت   هارسیسایر بر

ي جـدا شـده، هماننـد    هـا تولید شـده در لاکتوباسـیل  
ي دیگر، وابسته به سـویه اسـت و جداسـازي    هاباکتري

ي جدید از منابع لبنی بومی امکان دستیابی بـه  هاسویه
ي جدید هاي جدید و در نتیجه یافتن متابولیتهاسویه

نتیجـه اثـر سـمیت    دهـد و در مـی و موثر را افزایش
تـوان توضـیح   مـی سلولی بسیار بالاي بدست آمـده را 

نتــایج بــه دســت آمــده طــی پــروژه حاضــرداد. لــذا
ــال فعالیـــت بـــالاي ضدســـرطانی  مـــی توانـــد احتمـ

ــک ــاپروبیوتی ــایر   ه ــه س ــبت ب ــنی را نس ــات س ي لبنی
.تایید نمایدهاپروبیوتیک

نتیجه گیري
القــاي اثربخشــی بســیاري از ترکیبــات ضدســرطان بــا 

ي سـرطانی ارتبـاط دارد. بنـابراین    هاآپوپتوزدر سلول

یابی بــه ترکیبــات مفیــد در در غربــالگري بــراي دســت
درمان سرطان، یافتن ترکیباتی کـه آپوپتـوز را   ه عرص
تواند از اهمیت بالایی برخوردار باشدمیکنندمیالقاء

نتــایج بــه دســت آمــده از ایــن بررســی نشــان].32[
ي موجـود  هـا ي بومی لاکتوباسـیل اهکه سویهدهدمی

در لبنیات سنتی آذربایجان کاندید مناسبی براي یافتن 
توانـد ناشـی   میترکیبات موثر ضدسرطان است و این

شـده در  ي تولیدهـا از وابسته به سویه بودن متابولیت
. بر این اساس، توجه بـه لبنیـات   باشدهااین لاکتوباسیل

ایـن محصـولات و   سنتی و ترغیب افراد به اسـتفاده از 
 ـهـا همچنین افزایش کـاربرد ایـن فـراورده    ه در زمین

تواند در افزایش میزان سلامت جامعه میصنایع غذایی
.مفید باشد

و قدردانیتشکر
کارشناسی ارشد ه مقاله حاضر بخشی از نتایج پایان نام

میکروبیولوژي در آزمایشگاه میکروبیولـوژي دانشـگاه   
شـگاه تبریـز در قالـب ایـن     تبریز است. از حمایـت دان 

.شودمیامه قدردانینپایان
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