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     چكيده

 
ست، منابع خوبي براي پروبيوتيكزمينه و هدف:  سوب ميبرخي از غذاها از جمله محصولات لبني مثل ما هدف از شوند. ها مح

هاي لبني ز فرآوردههاي جدا شده ابررسي خصوصيات پروبيوتيكي و اثرات سمي عصاره سلولي لاكتوباسيلوسانجام تحقيق حاضر 
  بود.  HUVECو سلول نرمال  HT-29ن بر رده سلول سرطاني استان گيلا

شدندها از نمونه، ابتدا لاكتوباسيلوسبراي انجام تحقيق حاضر كار: روش سازي  ش  ،هاي لبني جدا ناسايي مورفولوژيكي، سپس  
هاي تعيين شده در سايت  كانسس بيوشيميايي، ژنتيكي و فيلوژنتيكي روي آنها انجام گرفت. با استفاده از توالي يابي و سپس آناليز

NCBI سيلوس فرمنتوم شد و درخت فيلوژ %61/88 همولوژيبا  (L. Fermentum)، گونه لاكتوبا شخيص داده  نتيكي آن ت
سم گرديد سويه  ر سيلوسثبت گرديد Limosilactobacillus fermentum GLو به عنوان  صاره لاكتوبا هاي جدا . ع

ــلول ــده بر روي رده س ــرطانش ــلول HT-29ي هاي س ــلول HUVEC هاي نرمالو س ــد و  بقاي س ها تحت اثر اثر داده ش
 MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoliumلاكتوباســيلوس با اســتفاده از تســت 

bromide ( .بررسي گرديد  
سيلوس فرمنتوم در غلظت ها:يافته سيتوپلاسمي باكتري لاكتوبا شان داد عصاره  سلول %50، باعث كاهش mg/ml 1 ن هاي از 

HT-29 هاي نرمال شده، ولي هيچ اثر سمي روي سلولHUVEC  .نداشته است  
صولا گيري:نتيجه شده از مح سيلوس فرمنتوم جدا  سمي لاكتوبا سيتوپلا صاره  ست آمده، ع ساس نتايج بد ت لبني، موجب بر ا

سلول سرطاني كاهش رشد  سلول نرمال  HT-29هاي  تواند به عنوان شد كه با انجام مطالعات بيشتر مي HUVECنسبت به 
  .در درمان و پيشگيري از سرطان روده بزرگ مورد استفاده قرار گيردپروبيوتيك، يك محصول 
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Abstract   
 
Background & Aims: Due to the negative effects of cancer, various methods such as 
surgery, chemotherapy and radiotherapy are used to treat cancer and are used as primary 
methods in the treatment of colorectal cancer. However, the success rate of this treatment 
is not enough and the death rate due to it increases every year, and a series of necessary 
strategies are needed to control this deadly disease (5). In general, the main characteristic 
of cancer cells is uncontrollable cell proliferation and resistance to programmed death, so 
an agent that causes apoptosis in cancer cells can be known as an anticancer substance 
(8). Among various cases, probiotics control the digestive enzymes of animals and 
humans, inhibit cancer agents in the body and in laboratory conditions, and also play an 
important role in suppressing compounds and tumors caused by cancer in laboratory 
animals (9, 10). HT29 is not only used to study the biology of human colon cancers, but 
is of particular interest in studies focused on digestion and accessibility due to its ability 
to express the characteristics of colon cells (11). HUVEC are human umbilical vein 
endothelial cells used to study endothelial cell function and pathology (eg, angiogenesis). 
Primary isolated HUVECs are probably the most popular used in research, as human 
umbilical vessels are more readily available than other blood vessel types (8). Today, due 
to the increasing prevalence of gastrointestinal cancer, this issue is considered as an 
important global health challenge, and in the past few decades, it has been shown that the 
imbalance in the intestinal microbiota is related to the rate of various chronic disorders, 
including cancer. Oral administration of different strains of probiotics can prevent the 
occurrence of cancer or reduce the incidence of inflammation after surgery (12). 
Therefore, the researcher is trying to answer the question whether probiotic properties 
and toxic effects of Lactobacillus cell extract isolated from dairy products of Gilan 
province have an effect on HT-29 cancer cell line and normal HUVEC cell or not. 
Methods: In order to carry out this research, lactobacilli were first isolated from dairy 
samples, then morphological, biochemical, genetic and phylogenetic identification was 
performed on them. Using sequencing and then analyzing the determined sequences on 
the NCBI site, Lactobacillus fermentum species (L. Fermentum) was detected with 
88.61% homology and its phylogenetic tree was drawn and registered as 
Limosilactobacillus fermentum GL strain. The isolated lactobacillus extract was affected 
on the HT-29 cancer cell line and normal HUVEC cells, and the survival of the cells under 
the effect of lactobacillus was determined using the MTT test (3-(4,5 dimethylthiazol-2-
yl)-2, 5 diphenyltetrazolium bromide) was investigated. Finally, considering that all the 
tests were performed in triplicate, Minitab ver16 software and GraphPad Prism ver9 
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software were used to determine the mean (One-Way Unstacked ANOVA) and standard 
deviation, respectively (p < 0.05). 
Results: The results showed that the bacteria were gram positive, catalase negative, 
oxidase negative, negative movement, no growth at 15°C and growth at 37°C and 45°C. 
Also, molecular analysis showed the amplification of S rRNA16 gene in two of the 4 
samples. Further, the blast results showed that the desired sequence of one of the samples 
with 61.88% similarity belongs to Lactobacillus fermentum. Then, the phylogenetic tree 
resulting from the analysis of S rRNA 16 sequence was performed by NCBI genome 
database and MEGA 7 software, and its relationship with other bacteria is shown. Finally, 
gene registration was done from the sequence obtained in the NCBI database and the 
desired bacterium was named Limosilactobacillus fermentum GL. 
Also, the results of cell viability were evaluated using the MTT colorimetric method. 
Based on the results, cytoplasmic extract in concentrations of 0.5, 0.75 mg/ml did not 
significantly change the cell viability of HT-29 cells, and concentrations of 1, 1.5, 2 
mg/ml increased cell viability by 4.87±50%, respectively, decreased 8.61±40%, 
5.80±25%. The IC50 value of cytoplasmic extract for HT-29 cells was 1.43 mg/ml. Also, 
the results of the cytotoxicity study showed that the concentrations used of the 
cytoplasmic extract had no inhibitory effect on the normal HUVEC cell line for 24 hours 
(P<0.05). 
Conclusion: Despite recent advances in cancer treatment strategies, cancers are one of 
the most important causes of death worldwide. Although some anticancer treatments such 
as surgery, chemotherapy, and radiotherapy have been used with varying degrees of 
success in many types of cancer patients, these treatments are expensive and have harmful 
side effects including cardiotoxicity, diarrhea, intestinal strictures, and Inability to 
effectively absorb nutrients. Probiotics have been suggested as supplements to increase 
the effectiveness of anti-cancer treatments (24). 
The results showed that the concentrations of 1, 1.5 and 2 mg/ml of lactobacillus extract 
can reduce the cell viability by 50±4.87, 40±8.61 and 25±5.80% respectively during 24 
hours. . Based on the MTT test, a concentration of 1 mg/ml of the cytoplasmic extract 
inhibited 50% of HT29 cells and had no toxic effect on normal HUVEC cells. In a study 
after 24-hour treatment of HT29 cells with 109 CFU/mL of Lactobacillus casei ATCC 
393, cell survival decreased by 78% (13). Probably, in the future, these species or their 
metabolites can be used as food supplements or additives with anti-cancer activity, and 
for the production of such products, the selection of Lactobacillus strain is of high value 
(4). As shown in the results, the cell extract of Limosilactobacillus fermentum GL had 
important effects on growth inhibition in HT-29 cells by suppressing cell proliferation. 
However, the exact underlying mechanisms of the effects of probiotics on cancer cells 
have not been fully defined (4). It should be noted that the bacteria used in this study 
(Limosilactobacillus fermentum GL) were isolated from traditional dairy samples of 
Gilan and their anti-proliferative and anti-cancer effects were investigated for the first 
time.                                                                                                  
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 و همكاران يجلال كفشدار هيحسن

  مقدمه
ها گروهي از باكتري هاي گرم مثبت، لاكتوباســـيلوس

ميكروآئروفيل يا بي هوازي هســتند كه قادر به تشــكيل 
اســـپور يا كاتالاز نيســـتند و با عدم وجود ســـيســـتم 
ســـيتوكروم و توانايي توليد تركيبات ضـــد ميكروبي در 
ـــلامت نقش مهمي  ايجاد تعادل فلوراي روده و حفظ س

ندبازي مي مده از )1( كن به طور ع ها  يك  . پروبيوت
ـــويــه ــاكتريوم، س ـــيلوس، بيفيــدوب ــاس هــاي لاكتوب

هاي انتروكوكوس  نه  ـــترپتوكوكوس و برخي از گو اس
شده اند  شكيل  سيلوس جزو فلور . )2(ت خانواده لاكتوبا

ست و در لبنيات تخميري وجود  ستگاه گوارش ا نرمال د
ست سي صال به روده و تنظيم  م دارد كه داراي قابليت ات

ايمني را دارد و مي تواند يك درمان بالقوه و اثر مهاري 
 .)3(براي سرطان روده بزرگ باشد 

ق گزارش هاي سازمان جهاني طب  در همين راطبه و  
شت صلي علت مرگ و مير س بهدا رطان، يكي از موارد ا

در ســـراســـر جهان اســـت كه عفونت ها و رژيم غذايي 
ــرطان جم نامناســب باعث بدخيمي هاي معمول از له س

سومين سرطان  اي جوامع مي شود. سرطان كلوركتالبر
شود مرگ و مير  ست و پيش بيني مي  شايع در جهان ا

با . )4( برابر شــود ســال آينده تقريباً دو 20در اثر آن تا 
ـــرطان از روش به عوارض منفي س هاي مختلفي توجه 

جهت درمان جراحي، شــيمي درماني و راديوتراپي مانند 
ستف و به عنوان روش هاي اوليه در  شوداده ميسرطان ا

درمان سرطان كولوركتال استفاده مي شوند. با اين حال 
ــت و ميزان مرگ و  ميزان موفقيت اين درمان كافي نيس
مير ناشــي از آن هر ســال افزايش مي يابد و يك ســري 
اســـتراتژي هاي لازم براي كنترل اين بيماري كشـــنده 

شند سرطان، در ب. )5( مورد نياز مي با ين موارد مختلف 
سرطان كولوركتال با يك پوليپ روده خوش خيم آدنوما 
ـــپلازي درجــه بــالا،  ـــود كــه بــا ديس ـــروع مي ش ش
ــتاز به اندام هاي دور  ــينوماي تهاجمي و متاس آدنوكارس
دســـت منجر به آدنوماي پيشـــرفته مي شـــود. مفهوم 
به عنوان  طان روده بزرگ  ـــر تدريجي س فت  ـــر پيش

صور مي تومورزايي چند مرحل شود و ت شناخته مي  ه اي 
ــا تغييرات ژنتيكي خــاص در  ـــود در هر مرحلــه ب ش

 . )6،7(سركوبگرهاي تومور يا آنكوژن ها همراه است 
 ويژگي اصلي سلول هاي سرطاني تكثير بطور كلي     

قابل كنترل ســـلولي و مقاومت در برابر مرگ برنامه  غير

ـــد، بنابراين عاملي كه باعث  ـــده مي باش بروز ريزي ش
شود، مي سرطاني  سلول هاي  تواند به عنوان آپوپتوز در 

شود شناخته  سرطاني  ضد  در بين موارد . )8( يك ماده 
ـــي مختلف  هاي گوارش با كنترل آنزيم  ها  يك  پروبيوت

سرطاني در بدن و  سانها، باعث مهار عوامل  حيوانات و ان
شــده و همچنين در ســركوب آزمايشــگاهي شــرايط 

ـــرطان در حيوانات  تركيبات و تومور هاي ـــي از س ناش
ــگاهي نقش مهمي برعهده دارند   HT29 .)9،10(آزمايش

ـــرطان نه هاي روده بزرگ تنها براي مطالعه بيولوژي س
ستفاده قرار مي گيرد، بلكه به دليل توانايي  انسان مورد ا

ـــلولدر بيان ويژگي هاي روده بزرگ مورد توجه هاي س
ا و قابل دسترس اي در مطالعات متمركز بر هضم غذويژه

ـــلول،  HUVEC .)11( بودن، قرار مي گيرد هــاي س
ي اندوتليال وريد ناف انســاني هســتند كه براي مطالعه

عملكرد و آسيب شناسي سلول هاي اندوتليال (به عنوان 
شوند. ستفاده  مي  هاي جدا  HUVEC مثال آنژيوژنز) ا

شـــده اوليه احتمالاً محبوب ترين موردي اســـت كه در 
مورد استفاده قرار مي گيرد، زيرا رگ هاي ناف تحقيقات 

سترس  ساير انواع رگ هاي خوني در د سبت به  سان ن ان
امروزه بعلت شــيوع روز افزون ســرطان  .)8(تر هســتند 

دســـتگاه گوارش، اين موضـــوع بعنوان يك چالش مهم 
بهداشــت جهاني در نظر گرفته مي شــود و در چند دهه 

تعادل در گذشـــته نشـــان داده شـــده اســـت كه عدم 
ميكروبيوتــاي روده بــا ميزان ابتلا بــه اختلالات مزمن 
مختلف از جمله ســرطان مرتبط اســت و تجويز خوراكي 
ند از بروز  ها مي توا يك  هاي مختلف پروبيوت يه  ـــو س
ـــرطان جلوگيري كند و يا باعث كاهش بروز التهاب  س

مطالب فوق و تاثير  با توجه به  .)12( پس از عمل شــود
طان بر ـــر يل  منفي س ماعي، تحم ندگي فردي و اجت ز

ــنگين بر دوش خانوادههزينه ها و جامعه، اهميت هاي س
كشــف روشــي ايمن جهت درمان، نبود اجماع نظر كلي 
عدم انجام تحقيقي  در مورد بهترين روش و با توجه به 
سخگويي  صدد پا ضوع مورد نظر محقق در  در زمينه مو

ست كه  سوال ا صيات پروبيوتيكي و به اين  صو اثرات خ
شده از  سيلوس هاي جدا  سلولي لاكتوبا صاره  سمي ع
سرطاني  سلول   ستان گيلان بر رده  فرآورده هاي لبني ا

HT-29 و سلول نرمال HUVEC تاثير دارند يا خير؟. 
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يلبن يها فرآورده از شده جدا يهالوسيلاكتوباس يسلول عصاره يسماثراتويكيوتيپروباتيخصوص                      

 كار روش
ضر ابتدا  شامل براي انجام تحقيق حا نمونه هاي لبني 

ـــك محلي ( ـــت، آب پنير، دوغ و كش ) از نمونه 20ماس
شتي درون مناطق مخ شرايط بهدا ستان گيلان در  تلف ا

شدند. فالكون سب جمع آوري  ستريل منا سپس هاي ا
سيلوس سازي لاكتوبا از  mg 1 و يا  ml  1ها، جهت جدا

ـــب نوع نمونه)، به   %1/0آب پپتونه  ml 9نمونه (برحس
شد و به اين ترتيب از همه ي نمونه ها رقت تهيه  اضافه 

سطحي در محيطاز هر رقتي به  50µl   كرده و  صورت 
MRS Agar  شد مخمر ها شد. جهت مهار ر كشت داده 

از آنتي  mg/l 1/0كشت به ميزان  هنگام تهيه ي محيط
 C ° 37بيوتيك نيستاتين به آن اضافه گرديد و در دماي

روز انكوبه شـــدند. بعد از انكوباســـيون،  3 تا 2 به مدت
ـــيل گرم مثبت و  همه ي ايزوله هاي با مورفولوژي باس

شت سپور مجدداً در محيط ك شت  MRS Agar فاقد ا ك
داده شدند و جهت شناسايي آنها در حد جنس از تست 
ــت تحمل دما و قند  ــيداز، حركت، تس هاي كاتالاز، اكس
شده  سرانجام همه ي ايزوله هاي خالص  شد.  ستفاده  ا

حاوي  MRS Broth شـــماره گذاري شـــده و در محيط
جهت   -C ° 70و -C ° 20  در فريزر از گليســرول 20%

 .مطالعات بعدي نگهداري شدند 
 ml 4ها در ساعته جدايه 24از كشت  µl 10در ادامه  
، pH  )2 ،3 ،4  هاي مختلفدر محدوده broth  MRSاز
در  تلقيح و نتايج بعد از ســـه ســـاعت انكوباســـيون )5
C°37   و در طول موجnm 620 بــه همراه كنترل 
)broth MRS  6.5درpH ( .شد تعداد باكتري ها خوانده 

سيون در  agar MRSدر محيط  ساعت انكوبا سه  بعد از 
C°37  شـــمارش شـــده و ميزان زنده ماني به صـــورت

 ) Colony Forming Unit)/ml  cfuلگــاريتم مقــادير
سبه گرديد مشخص  PHتا ميزان تحمل  .)13،14(  محا

  شود.
به منظور بررســـي تحمل و  PHبعد از تســـت تحمل 
ــ ــد فعال µl   10مقدارفراوي جدايه ها به نمك ص از رش

ها در له  هاي   MRS broth   از  ml 4 ايزو با غلظت 
شركت )%8/0، %5/0، %3/0( مختلف صفراوي   از نمك 

(oxoid)  رد تلقيح گرديد. بعد از انكوباسيون  °C 37  به
ـــاعت، نتيجه به همراه كنترل در طول موج  3مدت  س

nm 620  ) شد سيسپس  .)15خوانده  ست  براي برر ت
ســاعته   24از كشــت  µl   10، تحمل فنل در جدايه ها

يه نل  MRS broth از ml 4را، در  هاجدا قادير ف با م
به همراه تلقيح كرده و ) %0,5و  0,4%،   0,3%،  0,2%(

جذب  C° 73   در انكوباســيون ســاعت 3بعد از ،كنترل
نده شـــد nm 620 نوري آن در طول موج   .)14( خوا

 ، جدايه ها درتحمل نمك م تســـتجهت انجاهمچنين 
MRS broth ساعت در 48 تا 24 به مدت  °C 37  انكوبه
شد جدايه ها  با MRS broth  زا  µl10  شدند. مقدار ر

ـــه غلظت مختلف نمك يعني   در %10و  %8، %4 در س
ml 4 از MRS broth   ـــدند و نتايج به همراه تلقيح ش

ــيون  نمونه كنترل  3ه مدت ب   C° 37رد بعد از انكوباس
قرائت  nm  620 با اسپكتروفتومتر در طول موج ساعت، 

 .)15( و ثبت گرديد
بعد از اين مرحله به منظور بررســي حســاســيت آنتي 

يه جدا ها در  هابيوتيكي  ـــدميكروبي ايزوله  مقاومت ض
ــركت پادتن طب)  مقابل آنتي بيوتيك هاي منتخب  (ش

سيلين  سين ،  (mg 10)شامل آمپي  ، )µg) 10وانكوماي
ـــين  ـــين  ، )µg) 10جنتامايس ، ، ) (µg 20كليندامايس

سايكلين سين    µg) (30 تترا سترپتوماي به ، )µg) 10و ا
شار ديسك در آگار انجام گرفت صورت روش انت . به اين 

 ،رشد باكتري با فعال MRS broth  از  µl 001 كه ابتدا 
گار مولرهينتون محيطبه طور يكنواخت در  به كمك  آ

ــتري ــوآب اس ــدن، س ــك ش ل تلقيح گرديد. پس از خش
ستر آگار سك ها بر ب ت و پليت رفقرار گ ،ايزوله هراز  دي

ب ـــار آنتي  30 مدته ها  دقيقه در يخچال جهت انتش
ـــد. همه  ـــته ش  24 مدته پليت ها بي بيوتيك گذاش

ــاعت در دماي  انكوبه گرديد. نتايج با مقادير   C° 37 س
ــتاندارد  ــه گر CLSI  (CLSI-2020)اس  ديد. قطرمقايس

صورت   هاله ي شد و نتايج به  شد اندازه گيري  مهاري ر
قاوم مه حســــاس mm  15≤ م و = mm 19- 16 ، ني

  .)19، 18، 17، 16( ثبت گرديد  mm 20 ≥حساس 
ـــدميكروبي در مرحله بعد جهت   ـــي فعاليت ض بررس

ـــت طلب بيماري زا ، جدايه ها روي باكتري هاي فرص
ايزوله ها در مقابل ي يفعاليت آنتي باكتريال محلول رو

گونه هاي باكتريايي استوك موجود در آزمايشگاه شامل 
شــيگلا ، اســتافيلوكوكوس اورئوس، باســيلوس ســرئوس
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 كلبســيلا پنمونيه، پســودوموناس آئروژينوزا و بويدي اي
چاهك ـــار در  تدا -به روش انتش جام گرفت. اب يت ان پل

شده در  سوسپانسيون باكتري هاي بيماري زاي انتخاب 
، پس از انكوباسيون، ط مولرهينتون براث كشت دادهمحي
با سوآب  ، سپسرتي معادل نيم مك فارلند تهيه شدكدو

ـــتريل، زا روي  از كشـــت فعال باكتري هاي بيماري اس
محيط مولرهينتون آگار، كشــت متراكم و در ســه جهت 

شد. ستفاده از يك mm 7 چاهك هايي به قطر  داده  با ا
ـــتريانتهاي پي ـــتور اس  ل بر روي محيط آگار درپت پاس

صل مشخص و مناسب شد فوا از  µl 100سپس ، ايجاد 
ــده ــيلوس تيمار ش ــت فعال لاكتوباس  محلول رويي كش

ـــود يك نرمال در  ـــط س ز ا µl 100و )  pH 6.5(توس
شده و  سيلوس (خنثي  محلول رويي چهار جدايه لاكتوبا
خنثي نشده) به جهت نشان دادن نقش مهاري پراكسيد 

تيمار گرديد و  پس  mg/ml 5ز نزيم كاتالاهيدروژن با آ
ــاعت در  ر طور جداگانه ده ب C° 25از مدت زمان نيم س

ـــوم پليت ها ا ـــده و تچاهك هاي  دوم و س ه فزوده ش
شد.-چاهك ها با آگار سته  شار بهتر  آگار ب به منظور انت

ـــاعت در دماي  ـــه س محلول رويي، پليت ها حدود س
37  در دماي سپس پليت ها يخچال سرماگذاري شدند.

°C مدت ـــاعت انكوبه گرديد 24 به  له س ها  ي و قطر 
ــب ميلي متر  ــويه، بر حس ــد مربوط به هر س مهاري رش

به منظور كاهش خطا، هر آزمون ســه  اندازه گيري شــد.
 بار تكرارشده و ميانگين قطر هاله ها محاسبه و ثبت شد.

 ،)mm 14 ≤ ضعيف(صورت به  قطر مناطق مهاري رشد
سط( براي هر  .)mm 20 ≥قوي و 19mm   (15- ) =متو

 .)17( جدايه ثبت گرديد
سيتوپلاسمي، كلني  نهايتا  سازي عصاره  جهت آماده 

منتقل و به  MRS brothهاي رشـــد كرده روي آگار به 
 ml گرماگذاري شدند. سپس C ° 37ساعت در 24مدت 

محيط كشــت تازه  ml 50   ســاعته در 24از كشــت  1
broth MRS ده شده و در دماي مجدداً كشت داC ° 37   

جذب نوري  rpm  250با چرخش گذاري شـــد.  ما گر
شت در طول موج شد   nm  600محيط ك اندازه گيري 

شت  سد. 1 حاوي باكتري بهتا ميزان جذب محيط ك  بر
شت  سلولي، محيط ك سوب  سازي ر سپس جهت جدا

شد و دقيقه با  10به مدت  حاوي باكتري به لوله منتقل 

شو با سا rpm  5000سرعت شست شد. پس از  نتريفيوژ 
با PBS محلول باكتري  فاده از روش فريز،  ـــت ذوب -اس
ــلولي)  كردن ــونيكيت (تخريب س ــپس س ــد و س ليز ش

ــلولي ــانتريفيوژ، ديواره هاي س ــتفاده از س  گرديد. با اس
به عنوان عصــــاره  مايع رويي  ـــوب داده شــــد و  رس
سنجش پروتئين موجود در  سمي جدا گرديد.  سيتوپلا

وپلاســمي با روش برادفورد محاســبه شــد. ســيت عصــاره
  mg/ml 2 ,1.5 ,1 ,0.75 ,0.5  سپس غلظتهاي مختلف 

سط فيلتراز  سمي تهيه و تو سيتوپلا صاره    µm 22/0ع
ـــتريــل گرديــد ــاييــد مولكولي همچنين  .(20)اس ت

انجام شــد. به  PCR لاكتوباســيلوس با اســتفاده از روش
ـــتخراج يت DNA اين منظور، اس فاده از ك ـــت  با اس

ستخراج شد و   (DNAا كارمانيا پارس ژن، ايران) انجام 
ـــال ژن عنوان آغازگر  به S rRNA16 از پرايمر يونيورس

ستفاده گرديد، PCR واكنش صول ا  PCR در نهايت مح
 توسط الكتروفورز مورد ارزيابي قرار گرفت.

صول  ستفاده  %1در ژل آگارز  PCRالكتروفورز مح با ا
ستگاه الكتروفورز ب  80ساعت و با ولتاژ  ه مدت يكاز د

صفحه  توسطروي ژل،  PCRانجام شد. سپس محصول 
دستگاه يووي ترانس ايلوميناتور از نظر وجود باند بررسي 

پس از تاييد جنس لاكتوباســيلوس، نمونه ي مورد  .شــد
جهت تعيين توالي  S rRNA16نظر همراه با پرايمرهاي 

ـــپس ت ـــال گرديد. س ـــركت بايونير كره ارس والي به ش
گاه ژني   پاي هاي موجود در  با توالي  يافتي   NCBIدر

ـــط نرم افزار   قايســـه شـــد. BLASTتوس درخت  م
ـــتفاده از نرم افزارفيلوژنتيكي آن  براي  MEGA 7با اس

ــرانجام ثبت ژن از  16S rRNAتوالي  ــد و س ــيم ش ترس
  انجام گرفت. NCBIتوالي بدست آمده در پايگاه 

ررسي اثر سمي ب در مرحله آخر و جهت تعيين بررسي
و  HT29عصـــاره ســـلولي جدايه ها روي ســـلول هاي 

HUVEC  ــرطاني ــلول هاي رده س ــلول  HT29 س و س
از بانك ســلولي انســتيتو پاســتور ايران  HUVECنرمال 
سلول هاي خريداري شده در محيط كشت  شدند وتهيه 

DMEM   ــين در حاوي   پني ــترپتومايس ــيلين و اس س
كشت داده شدند. براي   C° 37و دماي  2Co از %5 فشار

شد كشت مجدد سمي  .نيز از همين محيط استفاده  اثر 
ست ستفاده از ت سيلوس با ا سنجي لاكتوبا  MTT رنگ 
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يلبن يها فرآورده از شده جدا يهالوسيلاكتوباس يسلول عصاره يسماثراتويكيوتيپروباتيخصوص                      

(3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 
diphenyltetrazolium bromide)  ـــد. با انجام انجام ش

ـــت مقدار  %50 غلظتي كه در آن تنها(  IC50 اين تس
ــد و براي تيمار  ــخص ش ــلول ها زنده مي مانند)، مش س

جهت . )5( بعدي ســلول ها از اين غلظت اســتفاده شــد
ـــتريل  96 پليت كانجام آن  به ي نياز خانه و قايقك اس

 از رده هاي سلولي  µl 200 ،چاهك درون هر. مي باشد
ــد ــاعت در  24 و ريخته ش ــد.   C° 37دماي س انكوبه ش

هاي  ـــاره  mg/ml 2 ,1.5 ,1 ,0.75 ,0.5غلظت  از عص
سـلولي باكتري روي رده هاي سـلولي در فواصـل زماني 

ســاعته، تيمار شــدند. ســپس محتويات چاهك هاي  24
ـــده و  96پليت   MTTاز رنگ  mg/ml 5خانه خارج ش

شد  ضافه  سيگما، آلمان)، به آن ا  5%ساعت در  4و (
20C  دماي وC° 37   انكوبه و ســـپس رنگMTT  خارج

سيد) به  DMSO   µl 200گرديد و سولفوك (دي متيل 
ضافه گرديد. در نهايت  C° 37دماي دقيقه در  30مدت  ا

ـــتگاه الايزا ريدر(هلند)، در  ميزان جذب نمونه ها با دس
سلول  nm 570طول موج  شندگي  شد و ميزان ك قرائت 

شندگي  سبه گرديدIC50(50%و دوز ك ، 21( )، نيز محا
22(  

عد از طي كردن تمام مراحل فوق  به اينكه  باب توجه 

تمام آزمون ها به صــورت ســه تكرار انجام گرفت، از نرم 
فزار  فزار  Minitab ver16ا  GraphPad Prismو نرم ا
ver9 ماري يانگين (آزمون آ يب براي تعيين م  به ترت

One-Way Unstacked ANOVA و انحراف اســتاندارد (
  ).> 05/0p( استفاده گرديد

 
 هاافتهي

شان داد باكتري نتايج صورت باكتري گرم مثبت ن ، به 
رشــد  عدم حركت منفي، منفي، ، اكســيدازمنفي كاتالاز

ديده ، C ° 45 و C°  37دماي و رشد در   C ° 15در دماي 
   .)1(جدول  شد

ناليز مولكولي  نده تكثير ژنهمچنين آ  Sنشـــان ده
rRNA16  مورد نظر بود  نمونــه ي 4از نمونــه دو در
شكل شان داد كه توالي كه در ادامه  )1 ( نتايج بلاست ن

ــابهت ، متعلق % 61.88 مورد نظر يكي از نمونه ها با مش
ــيلوس فر ــد. به لاكتوباس ــپس،منتوم مي باش درخت  س

ــل از آناليز توالي ــط  S rRNA  16فيلوژنتيك حاص توس
عات ژنومي  گاه اطلا   MEGA 7و نرم افزار  NCBIپاي

ها نشان داده شده  انجام شد و ارتباط آن با ساير باكتري
ــت ــكل  اس ــت  .)27(ش در نهايت ثبت ژن از توالي بدس

د نظر انجام گرفت و باكتري مور NCBIآمده در پايگاه 
 و بيوشيميايي ايزوله هاي جدا شده از نمونه هاي لبني جمع آوري شده از مناطق مختلف استان گيلان آناليز باكتريولوژيك -1جدول 

تحمل دما تخمير كربوهيدرات
C°  

 
 حركت

 
 اكسيداز

 
 كاتالاز

 

رنگ 
آميزي 
 گرم

 
بررسي 

 ميكروسكوپي

 
مورفولوژي 

 كلني

جدايه
 
 
 تست

 15 37 45 گلوكز لاكتوز فروكتوز گالاكتوز رامنوز آرابينوز

 
_ 

 
_ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
++ 
 

 
+ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
+ 

باسيل بلند كلني كرم 
، رنگ

مات، مدور 
 نامنظم

1 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 

 
++ 

 
+ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
+ 

باسيل 
 متوسط

كلني 
خاكستري، 
 مات، مدور

2 

 
_ 

 
+ 

 
+ 

 
_ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
+ 

باسيل كوتاه كلني كرم 
رنگ، 

مات، لبه 
هاي 
 نامنظم

3 

 
_ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
_ 

 
+ 

باسيل بلند كلني كرم 
رنگ، 

 ت، مدورما

4 

 ) -رشد نرمال +، رشد قوي++، رشد ضعيف (
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Limosilactobacillus fermentum GL  .ناميده شد  
ــتفاده از همچنين نتايج ــلول با اس روش  زنده ماني س

سنجي  ساس  MTTرنگ  سي قرار گرفت. بر ا مورد برر
سمي در غلظت هاي  سيتوپلا صاره   0.75 , 0.5نتايج، ع

mg/ml  تغيير قابل توجهي در زنده ماني ســلولي ســلول
 mg/ml 2 ,1.5 ,1ايجاد نكرد و غلظت هاي  HT-29هاي 

 ,8.61±40% ,4.87±50%زنده ماني سلولي را به ترتيب 
عصاره سيتوپلاسمي   50ICمقدار  كاهش داد. 5.80±%25

  . )1(نمودار بود HT-29  ،1.43 mg/mlبراي سلول هاي 
همچنين، نتايج مطالعه ي ســميت ســلولي نشــان داد 
سمي  سيتوپلا صاره  شده از ع ستفاده  كه غلظت هاي ا

سلولي طبيعي هيچ اثر مهاري بر رو به  HUVECي رده 
  ).2(نمودار  )> 05/0p(ساعت نداشت 24مدت 

  

 بحث
كمك ميكروارگانيســم ها روشــي  درمان بيماري ها با

نوين و در حال توسعه مي باشد كه از باكتري هاي مفيد 
عوامــل درمــا نوان  ع ني و ني بــه  م ي تلالات ا خ در ا

ـــود. پروبيوتيكبيماري ـــتفاده مي ش ها، هاي عفوني اس
سم هاي غيربيماري ستند كه هرگاه  زايي ميكروارگاني ه

ـــعيت  ـــوند، با بهبود وض ـــب تجويز ش در مقادير مناس
شگيري  نموده سلامتي، قادرند از برخي از بيماري ها پي
ــند. از ويژگي هاي مهم ب اكتري و يا آن ها را بهبود بخش
تعداد  هاي پروبيوتيك مي توان توانايي آن ها در كاهش

ماري قدرت بي كاهش  نده ي  و  جاد كن مل اي زايي عوا
 ها ميكروارگانيسم هاييبيماري را اشاره كرد. پروبيوتيك

هستند كه درحفظ تعادل ميكروبي روده وسلامتي انسان 
سم هاي پروبيوتيك اكثراً  نقش مهمي دارند. ميكروارگاني

  
  كنترل منفي) Nو ستون  bp 100ماركر Mستون ( .نمونه مورد مطالعه S rRNA16جفت بازي ژن  1700تصوير قطعه  -1شكل 

  

  
 S rRNA16درخت فيلوژنتيك حاصل از آناليز توالي  -2شكل 
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يلبن يها فرآورده از شده جدا يهالوسيلاكتوباس يسلول عصاره يسماثراتويكيوتيپروباتيخصوص                      

لاكتوباسيلوس ها و بيفيدوباكترها هستند كه اين  شامل
ند. اجزاي  يات موجود مده در لبن به طور ع ها  باكتري 

ـــلولي،  ديواره و متابوليت هاي پروبيوتيك ها  DNAس
توانند برســيســتم ايمني بدن ميزبان تأثير بگذارند. مي

ها باكتري هاي گرم مثبت هســـتند كه لاكتوباســـيلوس
ـــيعي در طبيعت پراكنده بيماري زا نبوده و به ط ور وس

اند. اين باكتري ها به طور ويژه اي بر ســـيســـتم ايمني 
موثر هســـتند و به طور وســـيعي در محصـــولات لبني 
ـــور دارند.  ـــت، پنير، آب پنير و غيره حض همچون ماس
ـــرطاني پروبيوتيك ها در  ـــد س عمدتاً فعاليت هاي ض

 نشان داده شده است اما  in vitroآزمايشات و مطالعات 
شان داده اند كه پروبيوتيك ها  in vivoدر كارهاي  نيز ن
سركومي توانند  سرطاني در در  ب زخم هاي تومورهاي 

ـــنمد ـــته باش . با وجود )23د (ل هاي موش نقش داش
پيشــرفت هاي اخير در اســتراتژي هاي درمان ســرطان، 
سر  سرا سيار مهم مرگ و مير در  سرطان ها از عوامل ب

ستند. اگرچه برخي  سرطان جهان ه ضد  از درمان هاي 
ـــيمي درماني و راديوتراپي با موفقيت  مانند جراحي، ش
ـــرطاني  ـــياري از انواع بيماران س هاي متفاوتي در بس
ست، اين درمان ها گران هستند و داراي  شده ا ستفاده  ا

سهال،  عوارض جانبي زيان سميت قلبي، ا باري از جمله 
هســتند تنگي روده، و ناتواني در جذب مؤثر مواد مغذي 

عنوان مكمل براي افزايش اثربخشـــي  پروبيوتيك ها به.
  .)24( درمان هاي ضد سرطان پيشنهاد شده اند

ساس روش   سيلوس بر ا ضر، لاكتوبا در مطالعه ي حا
ـــيميايي و همچنين آناليز  ـــت و بيوش هاي متداول كش

 
 HT-29سرطاني   و تعيين اثر عصاره باكتري روي سلول MTTنتايج  -1نمودار

  

 
 HUVECو تعيين اثر عصاره باكتري روي سلول نرمال  MTTنتايج  -2نمودار 
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از نمونه هاي لبني  S rRNA16 مولكولي بر اســـاس ژن
ــر ــد س ــد. ســپس اثرات ض ــازي ش ــاره جداس طاني عص

ــميت  ــتفاده از آزمون هاي س ــمي آن با اس ــيتوپلاس س
 سنجي بررسي شد.

سنجي سميت  صل از  شان  در اين مطالعه، نتايج حا ن
هاي  ظت  كه غل از عصـــاره  2و  mg/ml 1  ،5/1 داد 

سيلوس، طي زمان ساعت قادرند زنده ماندن  24 لاكتوبا
ترتيــب  ـــلول هــا را بــه   و 40±8,61 ،50±87/4س

صد كاهش  80/5±25 ستدر ساس ت ، MTT دهند. بر ا
سيتوپلاسمي،   mg/ml 1غلظت  صاره  سلول  %50 از ع

ـــمي بر روي  HT29 هاي را مهار مي كند و هيچ اثر س
ندارد. در مطالعه اي پس از  HUVECسلول هاي نرمال 

سلولهاي  24 تيمار  CFU/mL 109با  HT29ساعته ي 
سيلوس كازئي  سلوليATCC 393لاكتوبا  %78تا  ، بقاي 

فت يا عات مختلف نشــــان داد . )13( كاهش  طال م
ــرطان زايي، اثرات پروبيوتيك ــد س ها با القاي خواص ض

سيدهاي چرب با زنجيره كوتاه،  ضد جهش زايي، توليد ا
ســيســتم ايمني بدن ميزبان را فعال مي كند و با مهار 

ها و تبديل مواد ســرطان زا به ســرطان، توســط باكتري
ـــيديته ي رود ه كه منجر به كاهش فعاليت كاهش اس

ـــگيري و درمان  ـــود، مي تواند به پيش ميكروبي مي ش
ــتگاه گوارش كمك كند  ــرطان هاي دس كه اين  )12(س

نتايج با نتايج به دســـت آمده در مطالعه ي ما همخواني 
احتمالاً در آينده، اين گونه ها و يا متابوليت هاي دارد. 

فزودني هايي با آنها مي توانند به عنوان مكمل غذايي يا ا
فعاليت ضــد ســرطاني اســتفاده شــوند و براي توليد اين 
سيلوس از ارزش  سويه ي لاكتوبا گونه فرآرده ها انتخاب 

  .)4(بالايي برخوردار است 
شد، شان داده  سلولي  همانطور كه در نتايج ن صاره  ع
Limosilactobacillus fermentum GL  ــلولدر  هايس

HT-29 ــلول ها ــركوب تكثير س ، تاثيرات مهمي در با س
سم هاي زيربنايي  شتند. با اين حال، مكاني شد دا مهار ر

سرطاني به طور دقيق اثرات پروبيوتيك سلول هاي  ها بر 
لازم به ذكر اســت كه  ).4( كامل تعريف نشــده اســت

لعــه  مطــا ين  تفــاده در ا مورد اســـ تري هــاي  ك ــا ب
(Limosilactobacillus fermentum GL) از نمونه هاي ،

ضد لبنيات س ضد تكثير و  نتي گيلان جدا شده و اثرات 

اميد  ســرطاني آنها براي اولين بار بررســي شــده اســت.
اســـت نتايج اين تحقيق ديدگاه روشـــني در زمينه آثار 

تان گيلان بر پروبيوتيكي فراورده ـــ بر رده هاي لبني اس
سرطاني  سلول نرمال HT-29سلول   قرار  HUVEC و 

ـــايد بتوان از عوارض ـــد ش منفي انواع دارو و  داده باش
ــيمي درماني و هزينه ــت و در ش ــنگين آن كاس هاي س

 نتيجه خدمتي به جامعه نمود.
   

 گيري نتيجه
شان  ست كه ن ضر اولين موردي ا نتايج مطالعه ي حا

ـــلولي مي هد عصــــاره ي س  Limosilactobacillusد
fermentum GL تواند به طور مؤثري تكثير در سلول مي

هار  ـــرطاني را م كه برخلاف هاي س به علت اين ند و  ك
شيمي درماني، مصرف پروبيوتيك ها كمتر باعث عوارض 

ـــود هاد مي )،21( جانبي مي ش ـــن نابراين، پيش كنيم ب
همانطور كه در مطالعه ي حاضـــر توضـــيح داده شـــد، 

فاده از  ـــت ،  Limosilactobacillus fermentum GLاس
مان مي يد براي در جد يك  يك پروبيوت به عنوان  ند  توا

  ان كلوركتال عمل كند.سرط
  

  تشكرو تقدير 
سندگان از تمام افرادي كه در انجام  سيله، نوي بدين و
 اين پژوهش همكاري نمودند، تشكر و قدرداني مي كنند.
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