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مقدمه
هـاي زنـده و غیـر    ها میکروارگانیسـم پروبیوتیک

زاي موجود در بعضی از مواد غذایی هستند بیماري
که وقتی در مقادیر کـافی وارد بـدن شـوند تـأثیر     

). غـذاهاي  1گذارند (مثبتی بر سلامتی میزبان می
ي پروبیوتیک یک گروه از غـذاهاي بهبـود دهنـده   

) 2باشند (سلامتی، تحت عنوان غذاهاي عملگر می
). 3نـد ( کنکه سلامتی را بر اساس تغذیه مهیا مـی 

ــروب ــد  میکــ ــایی ماننــ و Bifidobacteriumهــ
Lactobacillus،Saccharomyces وPropionibac-

terriumدهنــدگی کــه بــر بــه علــت اثــرات بهبــود

سلامتی دارند، به عنوان پروبیوتیک مطرح هسـتند  
هاي توموري القا شـده در  ) و قادرند رشد سلول4(

ــک  ــد. پروبیوتی ــار نماین ــدگان را مه ــا جون ــواد ه م
هـاي گـرم   کنند که بر باکتريمختلفی را تولید می

مثبــت و گــرم منفــی اثــر مهارکننــده دارنــد. ایــن 
ترکیبات مهارکننده شـامل: اسـیدهاي آلـی نظیـر     

ــوتیرات،  ــات، ب ــتات، پروپیون ــات H2O2اس و ترکیب
ــداد     ــا تع ــه تنه ــواد ن ــن م ــت. ای ــین اس باکتریوس

کننـد بلکـه   زا را کـم مـی  هاي زنـده بیمـاري  سلول
ها یـا تولیـد سـموم    مکن است متابولیسم باکتريم

). مهـار  5ها را نیز تحت تأثیر قرار دهند (توسط آن

.واحد ارومیه، ارومیه، ایرانگروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامیسالار مکریانی:
.(*نویسنده مسئول)ایرانارومیه،دانشگاه ارومیه،،مطالعات دریاچه ارومیهپژوهشکدهکنترل کیفی،وگروه پاتوبیولوژي	:چیامیر توکمه* 

.گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ارومیه، ارومیه، ایرانمجید نوجوان:

استخراج شده از دیواره سلولی با استفاده از K562مهار رشد رده سرطانی 
به Saccharomyces boulardiو Saccharomyces cerevisiaeهاي پروبیوتیک

روياتذرنانوهمراه

چکیده
استخراج شده از هدف از مطالعه حاضر استفاده از دیواره سلولی باشد و هاي شایع در انسان مییکی از سرطانلوسمی میلوئید مزمن :هدفوزمینه
بود.K562ردهجهت مهار رشد به همراه نانوذرات روي Saccharomyces boulardiiو Saccharomyces cerevisiaeهايمخمر

درجه سانتی گراد انجام گرفت. پس از رشد 28شرایط هوازي و دماي ها در یک محیط پایه،کشت آن،یواره سلولی این دو مخمرتهیه دبراي : کارروش
تهیه انجام گرفت و نانو ذرات روي با روش بیولوژیکسونیکاسیون مخمرها محیط کشت سانتریفیوژ و رسوب سلولی با بافر استریل شستشو شده و در نهایت 

.و الکتروفورز سنجیده شدMTTه تنهایی و در ترکیب با نانو ذره روي با روش هاي مختلف دیواره سلولی مخمرها بخاصیت ضد توموري غلظت،. سپسشد
به طور Saccharomyces cerevisiaeدر مقایسه با دیواره سلولی Saccharomyces boulardiiدیواره سلولی مخمر نتایج نشان داد که:هاافتهی

K562رشد رده سرطانیهستند) قادر =021/0p(داريطور معنیه روي باتنانو ذر. همچنین شودمیK562) سبب مهار رشد رده =029/0pداري (معنی
درصد مهار رشد رده چه سبب افزایش اگرنیز مخمرها استخراج شده از سلولیدیوارهکردن نانو ذرات روي با همراهرا در شرایط آزمایشگاهی مهار نمایند. 

از نظر آماري در سطحهاي سلولی استخراج شده به تنهایی در مقایسه با استفاده هر کدام از دیوارهگردد، امادر شرایط آزمایشگاهی میK562سرطانی 
05/0p<نیستدار معنی.
به همراه نانوذرات Saccharomycesدیواره سلولی هر دو مخمر توان نتیجه گرفت که آمده از این بررسی میدسته هاي ببر اساس یافته: يریگجهینت

گردند.در شرایط آزمایشگاهی میK562روي سبب مهار رشد رده سرطانی 

.K562ساکارومایسس سرویسیه، ساکارومایسس بولاردي، نانوذرات روي، مهار رشد، رده سرطانی : هادواژهیکل

17/1/1393تاریخ پذیرش:25/10/1392تاریخ دریافت:

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 
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هاي اتصال باکتریایی بر روي سطوح رقابتی جایگاه
تلیـال روده، یـک مکانیسـم دیگـر اثـر بخشـی       اپی

زاهــاي هــا اســت. بســیاري از بیمــاريپروبیوتیــک
یماري بایـد  اي براي استقرار در روده و ایجاد بروده

بتوانند بـه دیـواره روده متصـل شـوند. تعـدادي از      
هاي پروبیوتیکی به دلیل توانایی اتصالشان بـه  گونه

ــلول ــی س ــاي اپ ــده ه ــاب ش ــال انتخ ــد (تلی ). 6ان
هـا احتمـالاً از مـواد غـذایی کـه مـورد       پروبیوتیک

گیرد، اسـتفاده  هاي بیماریزا قرار میمصرف باکتري
ــی ــک م ــد. پروبیوتی ــا بـ ـکنن ــطح  ه ــزایش س ا اف

هـا، افـزایش تکثیـر    هـا و ایمنوگلوبـولین  سیتوکاین
کـردن ماکروفاژهـا،   هاي مونو نوکلئـاز، فعـال  سلول

هــا، تعــدیل خــود ایمنــی و NKافــزایش فعالیــت 
هـاي بیمــاریزا و  تحریـک ایمنـی در برابـر بـاکتري    

ــی    ــی م ــزایش ایمن ــث اف ــا باع ــوند. پروتوزوآه ش
Saccharomyces boulardii (S. boulardii)  هـر

دو سیســتم کمپلمــان و رتیکلوانــدوتلیال را فعــال 
.)7کند (می

هاي پروبیوتیک قـادر بـه کـاهش    میکروارگانیسم
اي هسـتند کـه منشـأ    هاي مضر رودهفعالیت آنزیم

سـاز  میکروبی یا غذایی دارند کـه ترکیبـات پـیش   
کننــده در ایجــاد ســرطان را بــه ترکیبــات دخالــت
تـوان بـه   ها مـی جمله این آنزیمزا دارند. از سرطان

ردوکتـــاز، گلیکوزیـــداز، بتاگلوکورونیـــداز، نیتـــرو
هیدرولاز، آزوردوکتاز اشاره نمود که سبب کـاهش  

هاي حیـوانی  شوند. در مدلها میفعالیت این آنزیم
تولیـــد ترکیبـــات ضـــد موتاســـیون توســـط     

Bifidobacterium longum ــون مشــاهده در کول
اي هـاي مضـر روده  نزیم). کاهش آ8گردیده است (

ــات ســرطان  ــاهش ترکیب ــه ک زا از روده و منجــر ب
). مطالعات انجام 9شود (مجاري ادراري و مثانه می

دهد کهشده نشان می
(S. cerevisiae)Saccharomyces cerevisiae

توانــد آپوپتــوز را در کشــته شــده بــا حــرارت مــی
و MCF-7 ،ZR-75-1هــاي ســرطانی پســتان (رده

Hcc70 () هاي اسید لاکتیک ). باکتري10القا کند
هــاي هــایی همچــون تغییــر فعالیــتبــا مکانیســم

متابولیک میکروفلور روده و تغییر شرایط فیزیکی و 
زا و شدن به مواد سـرطان شیمیایی کولون، متصل

ها، تغییرات کمـی و کیفـی میکروفلـور    تخریب آن

زاهــایی ماننــد روده و جلـوگیري از تولیــد ســرطان 
نیاك، تولید مواد ضد سـرطان و تقویـت پاسـخ   آمو

تواننـد از سـرطان کولـون    هاي ایمنی میزبـان مـی  
). اثبات این مسئله با اسـتفاده  11پیشگیري کنند (

دي متیل هیـدرازین در  2و 1زاي از ماده سرطان
). 12کولـــون مـــوش نشـــان داده شـــده اســـت (

ها تولید مقادیر بالاي اسـیدهاي چـرب   پروبیوتیک
ــا  ــاه مــیب ــون مــوش زنجیــره کوت کننــد و در کول

IIکننده گلوتاتیون ترانسـفراز  هاي محافظتآنزیم
هـاي اسـیدلاکتیک   ). بـاکتري 13کننـد ( را القا می

ــی   ــري م ــیرهاي تخمی ــود در ش ــر  موج ــد اث توانن
سـرطانی  هاي پیشمهارکننده، روي گسترش زخم

). 14و تومورهـا در مــدل حیـوانی داشــته باشــند (  
Streptococcus thermophilus وLactobacillus

bulgaricus   موجود در شیرهاي تخمیـري در غیـر
زا روده بسـیار  کردن عوامل خطرزا و سـرطان فعال

اي هـاي مضـر روده  باشـند. کـاهش آنـزیم   مؤثر می
ــات ســرطان  ــاهش ترکیب ــه ک زا از روده و منجــر ب

). بتاگلوکـان  12شـود ( مجاري ادراري و مثانه مـی 
قـادر اسـت مقاومـت    S. cerevisiaeجـدا شـده از  

هـاي خـارجی مختلـف    ژنمیزبان را در برابر آنتـی 
هـاي انگلـی   هـا و آلـودگی  ها، باکتريمانند ویروس

افزایش دهد و ممکن است باعـث فعالیـت میزبـان    
علیه تومورها بـه وسـیله تحریـک سیسـتم ایمنـی      

ــاکتري15گــردد ( هــاي ). عصــاره سیتوپلاســمی ب
Lactobacillus casei وBifidobacterium تــأثیر

هـاي سـرطانی   مستقیمی بر مهار رشـد رده سـلول  
). تزریق مستقیم داخل تومـوري مخمـر   16دارند (

Saccharomyces cerevisiae   کشــته شــده بــا
رفت قابل توجه تومـور و  تواند باعث پسحرارت می

القاي آپتوپتوز و تنظیم فعالیـت طبیعـی سیسـتم    
در شرایط S. cerevisiae). مخمر 10ایمنی گردد (

هـاي کشت آزمایشگاهی سبب کاهش افلاتوکسـین 
B1 وB2  ــی ــاهی م ــودر م ــود (در پ .S). 17ش

cerevisiaeتواند سـبب  در شرایط آزمایشگاهی می
). اسـتفاده از  12حذف سرب از مواد غذایی شـود ( 

ــلولی    ــواره س ــاره و دی .Sو S. cerevisiaeعص
boulardiiی در مهــار رشــد رده ســرطانK562 در

).18باشد (شرایط آزمایشگاهی مؤثر می
هـاي  ي اخیـر پیشـرفت  نانو فنـاوري در دو دهـه  
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فراوانی را در تکنولوژي تجهیزات و مـواد بـا ابعـاد    
بسیار کوچک بـه دسـت آورده اسـت و بـه سـوي      

العاده، تمدن بشري را تا پایان این قرن تحولی فوق
هاي برتر ). در بین فناوري19دگرگون خواهد کرد (

و نوظهور، نانو فناوري از اهمیت بـالایی برخـوردار   
ها بیشتر است. است، چرا که امکان پیشتازي در آن

نانوفناوري با ارائه رویکردي جدید در توسعه علـوم  
هاي ترین فناوريو فنون مختلف یکی از امید بخش
هاي سرطانی در قرن حاضر لقب گرفته است. سلول

-مانی به طور ذاتـی آسـیب  مقابل عوامل شیمی در
هاي سالم هسـتند، امـا داروهـا بـه     پذیرتر از سلول

کنند و ممکـن اسـت بـه    صورت انتخابی عمل نمی
هاي سالم نیز آسیب برسانند. بافت سـرطانی،  بافت

2مواد مغذي را تا زمـانی کـه رشـدش در حـدود     
نانومتر است از طریق انتشار مواد غذایی بـه دسـت   

هـاي  ز این لازم اسـت کـه رگ  ). بعد ا20آورد (می
هـاي  خونی شکل گیرد. پدیده رگ زایـی در بافـت  

هـاي جدیـد،   سرطانی غیرطبیعـی بـوده و مـویرگ   
دار بوده، که سبب افزایش نفوذپذیري خـون  سوراخ

هـاي  ها شده و باعث رشـد سـلول  از عروق به بافت
شود. اندازه این منافذ عروقی در بافـت  سرطانی می

باشــد و در نــانومتر مــی100-780ســرطانی بــین 
). ایـن  21نانومتر اسـت ( 5-10حالت طبیعی بین 

هاي سالم و سـرطانی  مهم ترین تفاوت بین مویرگ
). اندازه نانو ذرات در درمـان سـرطان   22باشد (می

هـاي  شوند کـه بتواننـد از روزنـه   طوري انتخاب می
هاي توده سرطانی عبور کنند در حالی غشا مویرگ

هاي طبیعـی نیسـتند.   از مویرگکه قادر به خروج
این امر سبب ایجاد غلظت بـالایی از نـانو ذرات در   

شــود. هرچــه انــدازه نــانو ذره تــوده ســرطانی مــی
تر باشد مدت زمـان مانـدگاري آن در بـدن    کوچک

هـاي آپسـون   بیشتر بوده و دیرتر توسـط پـروتئین  
شناســایی و توســط سیســتم ایمنــی بــدن حــذف 

گریز از سیستم ایمنـی  هايشوند. یکی از روشمی
ها ها، ایجاد پوشش پلیمري در سطح آندر نانو ذره

کردن نانو ذره استباشد. روش دیگر آب دوستمی
هاي گـرم  ). تأثیر نانو ذرات نقره بر روي باسیل23(

زاي مقاوم به آنتی بیوتیک بتالاکتـام  منفی بیماري
تواند اثـر مهـاري   دهد که این نانو ذره مینشان می

هاي گرم منفی داشته و با افـزایش  تمامی باسیلبر

غلظت نانو ذرات نقره، قطر هاله عدم رشد افـزایش  
). لازم به ذکر است مرور منابع علمـی  24(یابدمی

نشان داد که تاکنون هیچ گونه پژوهشـی پیرامـون   
استفاده از نانوذرات جهت مهار رشـد رده سـرطانی   

K562    .در شرایط آزمایشگاهی انجـام نشـده اسـت
همچنین در این تحقیـق بـراي نخسـتین بـار اثـر      

هــاي ســلولی اســتخراج شــده از همزمــانی دیــواره
مخمرها با نـانوذرات روي بـر مهـار رشـد ایـن رده      

سرطانی مورد مطالعه قرار گرفت.
رونـده  سرطان خـون یـا لوسـمی بیمـاري پـیش     

. ایـن بیمـاري   ساز بدن استهاي خونبدخیم بافت
هـاي سـفید خـون و    در اثر تکامـل نـاقص گویچـه   

سازهاي آن در خون و مغـز اسـتخوان ایجـاد    پیش
). در لوسمی روند طبیعی دچار اخلال 25شود (می

هـاي خـونی از کنتـرل خـارج     شده و رشـد سـلول  
ها بـه چهـار دسـته تقسـیم     ). لوسمی26شود (می

Acuteشـــوند. لوســـمی حـــاد لنفوییـــدي (مـــی
Lymphoid Leukemia-ALL  ــزمن ــمی م )، لوس

ــدي ( -Chronic Lymphoid Leukemiaلنفویی
CLL) لوسمی حاد میلیوییدي (Acute Myeloid

Leukemia -AML    و لوسـمی مـزمن میلوییـدي (
)Chronic Myeloid Leukemia-CML تقســیم (

هــاي ). لوســمی لنفوییــدي، ســلول27شــوند (مــی
بـا نشـان  ).28دهد (لنفاوي را تحت تأثیر قرار می

ها و جابه جایی دادن گسترش کلونی در این سلول
bcrو ژن 9بر روي کروموزوم ablمتقابل بین ژن 

ــوزوم   ــر روي کروم ــلول22ب ــادي  در س ــاي بنی ه
توان تشخیص لوسمی میلوییدي مزمن را تأیید می

به وجود bcr.abl). در نتیجه ژن ترکیبی 29نمود (
کیلـو  210ین آید که مسئول تولید یک پـروتئ می

دالتونی با فعالیت تیروزین کینازي به نام پـروتئین  
p210 bcr-ablرویـه  باشد که علاوه بر تکثیر بیمی

سـاز  هـاي پـیش  و مستقل از فـاکتور رشـد سـلول   
میلوییدي، باعث تقسیم سلولی و اختلال در مـرگ  

را bcr-abl). ژن ترکیبـی  30شود (ریزي میبرنامه
دلفیا گوینـد. عامـل اصـلی    اصطلاحاً کروموزوم فیلا

BCR-ABLاین سرطان تولید پروتئینـی بـه نـام    
است که تیروزین کیناز سیتوپلاسمی فعـالی اسـت   

هـاي بنیـادي   که موجب القـاي لوسـمی در سـلول   
).31گردد (ساز میخون
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بنابراین هدف از مطالعه حاضر در مرحله نخست 
ــواره ســلولی اســتخراج شــده از   ــاثیر دی بررســی ت

بـر مهـار   S. boulardiو S. cerevisiaeمخمرهاي 
به همـراه نـانوذرات روي   K562رشد رده سرطانی 

در شرایط آزمایشگاهی بـود. همچنـین در مرحلـه    
دوم تاثیر همراه کردن نانوذرات روي بر مهار رشـد  

هـاي سـلولی اسـتخراج    ین رده سرطانی با دیـواره ا
هــاي مــورد اســتفاده در ایــن شــده از پروبیوتیــک

تحقیق بود.

روش کار
تهیــه محــیط کشــت و نحــوه تکثیــر مخمرهــا: 

ــر ــیه و  مخمــ ــس سرویســ ــاي ساکارومیســ هــ
ساکارومیســس بــولاردي بــه ترتیــب از مرکــز      

هـاي صـنعتی ایـران    هـا و بـاکتري  کلکسیون قارچ
)PTCC 5269(و مرکز کلکسیون میکروارگانیسم-

) تهیــه و بــه طــور ATCC 74012هــاي آمریکــا (
جداگانه در محیط کشت پایه حاوي عصاره مخمـر  

pH=8/5%) با 1(K2HPO4% ) و 5%)، گلوکز (1(
گـراد  درجه سانتی28ساعت در دماي 72به مدت 

، کشـت  rpm130دار و بـا دور  در انکوباتور شـیکر 
دقیقه بـا  10ها به مدت مرشدند. پس از رشد، مخ

سانتریفیوژ شده و رسوب حاصـل  rpm3000دور 
دو مرتبه با سرم فیزیولوژي استریل، شستشـو داده  

).32شد (
شکستن مخمر ها: برايتهیه دیواره سلولی مخمر

). ابتـدا  26از روش سونیکاسیون اسـتفاده گردیـد (  
هـاي  سوسپانسیونی از رسوب سانتریفوژ شده سلول

1/0وسـیله بـافر فسـفات سـدیم سـرد (     مخمر به
ــولار،  ــیله دســتگاه    =2/7pHم ــه و بــه وس ) تهی

درصد به مدت دو دقیقـه  60ي سونیکاتور با دامنه
تخریب شدند. به منظـور جلـوگیري از بـالا رفـتن     
دماي محلول و پروب سونیکاتور، دستگاه به مـدت  
چهار دقیقه خاموش گردید. این عمل چنـدین بـار   

هـاي  شـدن سـلول  زان شکسـته صورت گرفت و می
مخمري به وسیله میکروسکوپ نوري ارزیـابی شـد   

هـا،  شـدن سـلول  ). بعد از اطمینان از شکسته 26(
به مدت یـک  g×500سوسپانسیون مذکور با دور 

ي سانتی گراد سـانتریفیوژ  درجه4دقیقه در دماي 
هاي سالم شکسته نشـده جـدا و رسـوب    و از سلول

دیواره سلولی در نظـر گرفتـه   تولید شده به عنوان 
لیتـر آب مقطـر   میلی10شد. رسوب تولید شده با 

استریل به صورت سوسپانسیون درآمده و به مـدت  
×gدرجه سانتی گراد با دور 4دقیقه در دماي 20

سانتریفیوژ گردید. شستشوي دیواره سلولی 1000
سه بار دیگر تکرار و رسوب حاصل لیوفیلیزه شد و 

).26گراد نگهداري شد (رجه سانتید-20در دماي
ــدیم     ــفات س ــده (فس ــافر لیزکنن ــه ب ــوه تهی نح

گــــرم از 0716/0ابتــــدا ):=2/7pHمــــولار،1/0
Na2HPO4.7H2O ــرم از 0285/0و گـــــــــــ
Na2HPO4.2H2O تــوزین و درون یــک لیتــر آب

).33مقطر حل شدند و سپس اتوکلاو گردید (
پـس  هاي سلولی:هاي مختلف دیوارهتهیه غلظت

تعیین غلظت پـروتئین موجـود در هـر کـدام از     از 
هاي سـلولی بـه روش بیـوره بـا اسـتفاده از      دیواره

(گیبکو، انگلستان) عمل RPMIمحیط کشت سلول
هـا صـورت گرفـت. اسـاس روش بیـوره      تهیه رقت

هاي موجود در نمونـه بـا سـولفات    واکنش پروتئین
مس معرف بیوره بوده که یک کمپلکس آبی رنـگ  

د، شــدت رنــگ حاصــله رابطــه گــردتشــکیل مــی
مستقیم با غلظت پروتئین موجـود در نمونـه دارد.   

، 500، 250، 125هـاي  هاي سلولی در رقتدیواره
میکروگـرم در میلـی لیتــر   4000و 2000، 1000

).34محیط کشت تهیه شدند (
بررسـی حاضـر،   درنحوه سنتز زیستی نـانو ذره: 

استفاده امکان سنتز زیستی کلوئید نانو ذره روي با 
از گیاهان دارویی مورد ارزیابی قـرار گرفـت. بـراي    
این منظور در مرحله اول، نانو ذره روي با اسـتفاده  
از عصاره آبی گیاهان ترنجبین و ریشه گیاه چوبک 
تهیه شدند. براي تهیه عصاره آبی گیاهان ترنجبین 

هـاي  گـرم از قسـمت  25و گیاه چوبک ابتدا مقدار 
میلـی لیتـر آب مقطـر    250پودر شده هر گیاه بـا  

سـاعت در  72تـا  48استریل مخلوط و بـه مـدت   
درجه سانتی گـراد قـرار داده شـدند. در    25دماي 

1ها بـا کاغـذ صـافی نمـره     مرحله بعد ابتدا عصاره
واتمن صاف و با استفاده از دستگاه روتـاري عمـل   

نـانومتر  50تغلیظ انجام شد. نانو ذره روي در ابعاد 
نـانوتکنولوژي، دانشـگاه ارومیـه    توسط آزمایشـگاه 

).21تهیه شد (
ردههـا: هـاي سـرطانی و کشـت آن   تهیه سـلول 
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از بانـک سـلولی انسـتیتو پاسـتور     K562سرطانی 
در RPMI) تهیه و در محـیط کشـت   C122ایران(

درصــد ســرم جنــین گــاوي (گیبکــو،  10حضــور 
ــتان) و  ــر    100انگلس ــی لیت ــر میل ــرم ب ــی گ میل

احد بـر میلـی لیتـر پنـی     و100استرپتومایسین و 
ــاي   ــیلین در دم ــراد، در   37س ــانتی گ ــه س درج

).35دار کشت داده شد (CO2% 5انکوباتور 
هاي سـلولی  سنجش خاصیت ضد توموري دیواره

یـک  MTTروش:MTTو نانو ذرات روي با روش 
ــه کمــک آن    ــه ب ــوده ک ــگ ســنجی ب ــک رن تکنی

هاي مـرده تشـخیص داده   هاي زنده از سلولسلول
این مطالعه براي بررسـی خاصـیت   درخواهند شد. 

از و نـانوذرات روي  سلولی هايتوموري دیوارهضد
و همکـاران Kimو ) 36(و همکارانChangروش 

ــس از    )37( ــه، پ ــور خلاص ــه ط ــد. ب ــتفاده ش اس
بـه روش  K562هـاي  سانتریفیوژ و شمارش سلول

ــدار  ــو، مق ــان بل ــر 100تریپ ــراکم میکرولیت ــا ت (ب
بـه  RPMIسلول در محیط کشت کامـل  20000
هاي پلیـت  ) به هر یک از چاهکFBS٪15همراه 

100ســپس .شــداي تــه صــاف اضــافهخانــه96
هـاي مختلـف   محیط کشت حاوي رقـت میکرولیتر

هـا اضـافه   به چاهـک و نانوذرات سلولی هايدیواره
ظـر  گردید. سه چاهک دیگر به عنوان کنتـرل در ن 

سلول بـه  میکرولیتر100گرفته شد و به هر کدام 
میکرولیتر10محیط کشت و میکرولیتر90همراه 

هـا  بافر لیز کننده افزوده شد. در مرحله بعد پلیـت 
37سـاعت در دمـاي   72و 48، 24، 12به مـدت 

CO2گـاز  درصد5گراد و در حضوردرجه سانتی
ــان زمــان   ــه گــذاري شــدند. پــس از پای گــرم خان

و 4ـMTT)3از محلول میکرولیتر20انکوباسیون 
دي فنیــل تترازولیــوم 5ـــ2دي متیــل تیــازول 5

) بــه تمــامی  PBSبــافر در mg/ml5برومایــد، 
ها افزوده شده و میکروپلیت به مدت چهـار  چاهک

ساعت گرم خانه گذاري گردید. در این مدت آنزیم 
ت دهیــدروژناز موجــود در میتوکنــدري سوکســینا

را احیاء MTTهاي سالم و زنده، برم محلول سلول
کرده و آن را به صورت ذرات نامحلول بنفش رنگ 

هاي بنفش آورد. در پایان کریستالفورمازان در می
ها رنگ فورمازان تشکیل شده در سیتوپلاسم سلول

(دي DMSOمحلـول  میکرولیتـر 100با افـزودن  

ها و قرار دادن خالص به چاهکولفوکساید) متیل س
دقیقـه در انکوبـاتور   15الـی  10ها به مـدت  پلیت

شیکردار حل شدند و سـرانجام شـدت نـور جـذب     
نانومتر با استفاده از 492در طول موج )OD(شده

ثبت گردیـد.  ) StatFax, USA(دستگاه الایزا ریدر
ها با فرمول زیر محاسـبه  درصد سلول کشی عصاره

ردید:گ
ی کشسلولدرصد= 

100OD] × کنترل÷OD) کنترل-ODنمونه[(

K562هاي سنجش میزان آپوپتوز و نکروز سلول
یـا نکـروز   آپوپتوزبررسی وقوعبه روش الکتروفورز:

موردDNAشدن قطعهقطعهآزمونازاستفادهبا
بـا تیمـار شـده  هايسلولابتداگرفت.قرارمطالعه

تأثیرتحتمخمرها و نانوذرات رويدیواره سلولی
سـانتریفوژ،  ازپـس گرفتنـد. لیـز کننـده قـرار   بافر

DNA کلروفـورم -فنـل از ترکیـب اسـتفاده بـا-
جداسـازي DNA.شـد جداسـازي الکلایزوآمیل

دادهرسوبشبیکو به مدتمطلقاتانولباشده
-TE)Trisبـافر  درDNAرسـوب  نهایـت درشـد. 

HCl, 10 EDTA 10 mM( ژلرويشـد و حـل
1ولـت و بـه مـدت    80ولتـاژ % درصـد بـا  2آگارز 
کیلوباز بارگـذاري  1در حضور مارکر با وزن ساعت
).37و 5شد (

ــل داده  ــه وتحلی ــالیز جهــت تجزی ــا از روش آن ه
SPSSافـزار  : نـرم ANOVAواریانس یـک طرفـه (  

) و آزمون تعقیبی توکی استفاده گردیـد.  19نسخه 
هــا دار آزمــونطح معنــیهــا ســدر تمــامی بررســی

05/0p<  در نظــر گرفتــه شــد، همچنــین ترســیم
) 2010افزار اکسل (نسـخه  نمودارها در فضاي نرم 

انجام گرفت.

هایافته
به دسـت آمـده از   هايیافته:MTTنتایج آزمون 

این مطالعه نشـان داد کـه دیـواره سـلولی هـر دو      
مخمر در مقایسه با گروه شاهد که هیچگونه دیواره 
ــد، ســبب مهــار رشــد رده   ســلولی دریافــت نکردن

گردنـد. همچنـین نتـایج    سرطانی مورد مطالعه می
نشان داد که با افزایش غلظت دیواره سلولی، میزان 
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یابد. ایـن  افزایش میهاي سرطانی مهار رشد سلول
72و 48، 24، 12هــاي شــرایط در تمــامی زمــان

ساعت مشاهده شد. بیشـترین درصـد مهـار رشـد     
سـاعت اول بـا   12سلولی هر دو مخمـر در  دیواره

بالاترین غلظت به کار رفته مشاهده شد. به تـدریج  
با افزایش غلظـت و زمـان در هـر ردیـف اخـتلاف      

.Sدیده شد. p>05/0آماري معنی داري در سطح 
boulrdii وS. cerevisiae 125در غلظـــــت

ساعت اول فاقـد هـر   12میکرگرم بر میلی لیتر در 
گونه خاصیت ضد توموري بودنـد ولـی بـا افـزایش     

ها، بر میزان خاصیت مهار کنندگی رشد غلظت آن

در غلظــت رده ســرطانی افــزوده شــد طــوري کــه
ــه  4000 رســید %5/98خاصــیت ســلول کشــی ب

). 1(جدول 
بررسی نتایج به دست آمـده نشـان داد کـه نـانو     
ذرات روي در مقایسه با گروه شاهد داراي فعالیـت  

هسـتند و  K562مهار کنندگی رشد رده سـرطانی  
این خاصـیت وابسـته بـه غلظـت نـانو ذرات مـورد       

باشد و بـا افـزایش   استفاده و زمان مجاور شدن می
هاي مهار سلولغلظت در هر زمان مشخص، درصد 

). 2شود (جدول شده بیشتر می
تــاثیر دهــد کــه بیشــتریننشــان مــی3جــدول 

K562هاي هاي مختلف در سلولهاي مختلف دیواره سلولی ساکارومایسس سرویسیه با ساکارومایسس بولاردي در زمانمقایسه خاصیت سلول کشی غلظت-1جدول 
غلظت 

)µg/ml(
ساکارومایسس سرویسیهساکارومایسس بولاردي

1224487212244872
12500000000
250a23/0±21/11a

89/0±05/10
a

43/0±12/8
a39/0±2/5a45/0±7/8a78/0±09/8a66/0±2/7a0

500a11/2±3/33a

12/4±13/30
b

81/3±3/26
c

08/3±1/18
b3±2/24b

29/3±12/22
c

09/3±88/19
d29/2±12

1000a9/5±18/59b11/6±5/51c

56/5±1/40
d

09/5±3/33
b

01/6±12/50
b

09/5±23/47
d

21/5±12/35
e88/4±22

2000a12/6±74b11/7±8/69c

77/6±6/62
e89/5±41b54/5±5/67c

78/6±12/64
d78/5±2/54f1/6±1/34

4000a31/8±5/98c

01/7±15/81
d6±73e5/5±9/62b

42/7±12/90
d6/6±2/73e

45/4±13/66
f

08/5±2/58
باشد.میp>05/0اند. حروف یکسان در هر ردیف نشان دهنده عدم وجود اختلاف آماري در سطح بیان شدهMean ± Standard Deviationاعداد به صورت 

K562هاي هاي مختلف در سلولهاي مختلف نانوذرات روي در زمانمقایسه خاصیت سلول کشی غلظت-2جدول 
روينانوذره )µg/mlغلظت (

12244872
250000
500000
100a23/0±32/7a89/0±89/6a43/0±43/6a39/0±6
250a11/1±56/13a12/1±67/12b81/1±43/10b08/1±01/9
500a2±89/25a99/1±23/24b09/2±12/22b12/2±11/19

باشدمیp>05/0اند. حروف یکسان در هر ردیف نشان دهنده عدم وجود اختلاف آماري در سطح بیان شدهMean ± Standard Deviationاعداد به صورت 

بـه تنهـایی و ترکیبـی در    µg/ml500و نانوذره روي با غلظت µg/ml4000بررسی خاصیت سلول کشی دیواره سلولی ساکارومایسس بولاردي با غلظت -3جدول 
K562هاي هاي مختلف در سلولزمان
زمان (ساعت)تیمار

12244872
a2±5/98a2±15/81a2±73a2±9/62ساکارومایسس بولاردي

b2±89/25b2±23/24b2±22/22b2±11/19نانوذره روي
a2±02/99a2±2/87a2±56/76a2±14/68ترکیب س. بولاردي و روي

باشد.میp>05/0اند. حروف یکسان در هر ستون نشان دهنده عدم وجود اختلاف آماري در سطح بیان شدهMean ± Standard Deviationاعداد به صورت 
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در S. boulardiiها مربوط به دیواره سـلولی  مخمر
ساعت 12میکرگرم بر میلی لیتر در 4000غلظت

میزان خاصیت مهار رشـد  باشد و بیشتریناول می
500رده سرطانی تحت تاثیر نانو ذره روي در رقت 

باشـد.  ساعت اول می12میکرگرم بر میلی لیتر در 
افزایش غلظت بیش از مقدار بـه کـار رفتـه سـبب     

ــی  ــمومیت م ــدگی    مس ــار کنن ــزان مه ــود. می ش
ــولاردي  ــانو ذره %5/98ساکارومیســــس بــ و نــ

است که نشان دهنده اختلاف آماري %89/25روي
باشـد. مجـاورت هـم زمـان     میp>05/0در سطح 

ــا S. boulardiiدیــواره ســلولی  ــانو ذره روي ب و ن
هاي سـرطانی، میـزان سـلول کشـی آن بـه      سلول

.Sرسـد کـه در مقایسـه بـا دیـواره      % مـی 02/99

boulardiiدهد.اختلاف معنی داري، نشان نمی
بـا  K562هـاي  تیمـار سـلول  1تصویر بر اساس 

هاي سلولی به دست آمـده از هـر دو مخمـر    دیواره
24و 12هـاي  القاء آپوپتوز مشخص گردید. تیمـار 

ــا رده ســرطانی   ــانوذرات روي ب ســاعت مجــاورت ن
K562دهد که مرگ سلولی از نوع نکروز نشان می

). 2باشد (تصویر می

بحث و نتیجه گیري
ــر   ــه حاضـ ــلولی  در مطالعـ ــواره سـ ــأثیر دیـ تـ

ساکارومیسس سرویسیه، ساکارومایسس بولاردي و 
هـاي  نانو ذرات روي بر رشـد رده سـرطانی سـلول   

ــان (  ــون انس ــدي خ ــد.  K562میلوئی ــی ش ) بررس

سـاعت .  12(ب) بعـد از  س. سرویسـیه (الـف) و  ساکارومیسس بولارديتحت تیمار با دیواره سلولی K562هاي بررسی وضعیت مرگ سلولی، سلول-1تصویر
بر اسـاس وزن در یـک   DNAباشد. با الکتروفورز، هر قطعه از هاي مشخص میبا وزنDNA(کنترل مثبت) نشانگري است که حاوي kb1. مارکر 1چاهک 

میکروگـرم در  2000. تیمار بـا غلظـت   4میکروگرم در میلی لیتر. چاهک 1000. تیمار با غلظت 3نفی. چاهک . کنترل م2ي مشخص متوقف میشود. چاهک ناحیه
میکروگرم در میلی لیتر.4000تیمار با غلظت 5میلی لیتر. چاهک 

: 1چاهـک (ب) سـاعت.  24(الـف) و  12هـاي مختلـف نـانوذرات روي بعـد از     تحت تیمار بـا غلظـت  K562هاي بررسی وضعیت مرگ سلولی، سلول-2تصویر 
میکروگـرم در میلـی لیتـر    250: تیمار با غلظـت  4میکروگرم در میلی لیتر چاهک 100: تیمار با غلظت 3: کنترل منفی چاهک 2(کنترل مثبت) چاهکkb1مارکر

.میکروگرم در میلی لیتر500: تیمار با غلظت 5چاهک 
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ــواره ــر    دی ــر دو مخم ــده از ه ــتخراج ش ــاي اس ه
پروبیوتیکی توانست به طور معنـی داري در سـطح   

05/0<p  هـاي ســرطانی  سـبب مهــار رشـد ســلول
شوند. البته این مهار رشد وابسته به غلظـت مـورد   
استفاده دیواره سلولی و زمان مجاور شـدن بـا رده   

باشد. به طور مشـخص گذشـت زمـان    سرطانی می
هاي سلولی کـاهش و بـا   مجاورت اثر مهاري دیواره

ها درصد مهـار رشـد شـلول نیـز     افزایش غلظت آن
رسی هاي به دست آمده در بریابد. یافتهافزایش می

) مطابقـت  35حاضر با نتایج کبیـري و همکـاران (  
دارد. این پژوهشگران ثابت کردند که مجاورت رده 

با عصـاره سیتوپلاسـمی اسـتخراج    K562سرطانی 
هاي جنس لاکتوباسیلوس سبب شده از پروبیوتیک

ــی  ــار رشــد در شــرایط آزمایشــگاهی م ــردد. مه گ
در Gollapudiو Ghoneumهاي همچنین با یافته

ــا ــس   10ل (س ــتند ساکارومیس ــار داش ــه اظه ) ک
هـاي سـرطانی   توانـد رشـد اکثـر رده   سرویسیه می

مانند پسـتان، زبـان، روده و خـون را مهـار نمایـد      
دارد. مطالعـــات اثـــر ساکارومیســـس همخـــوانی

) و ریکی و 19سرویسیه توسط بنیادي و همکاران (
دهد کـه عصـاره و دیـواره    ) نشان می38همکاران (

باشند.صیت ضد سرطانی میمخمر داراي خا
در بررسی حاضر مشخص گردیـد کـه بیشـترین    

هـاي  دیـواره K562درصد مهار رشد رده سـرطانی  
سلولی استخراج شده از ایـن دو مخمـر بـا غلظـت     

سـاعت  12میکرو گرم در میلـی لیتـر و در   4000
هاي آماري نشـان  باشد. بررسیاول انکوباسیون می

دیـواره سـلولی   دهد که در ایـن غلظـت تـأثیر    می
48، 24، 12هـاي  ساکارومیسس بولاردي در زمان

±01/7، 5/98±31/8ســاعت بــه ترتیبــب 72و 
داري به طور معنی9/62±5/5و 6±73، 15/81

نسبت به دیواره سـلوي مخمـر   p>05/0در سطح 
باشد.ساکارومایسس سرویسیه بیشتر می

با توجـه بـه اینکـه تـا کنـون تحقیـق پیرامـون        
ــتف ــده از   اس ــتخراج ش ــات اس ــان ترکیب اده همزم

ها با نانوذرات در دنیا وجـود نـدارد لـذا    پروبیوتیک
دانش ما در مورد مکانیسم این روش درمانی ناقص 

رسد مطالعات بیشتري باید انجام بوده و به نظر می
گردد تا به طور دقیق دلیـل ایـن پدیـده مشـخص     

هـاي  گردد که با روشگردد. همچنین پیشنهاد می

هاي دخیل در این مهـار  مولکولی به طور دقیق ژن
رشد مشخص گردند.

آپوپتوز، یک فرآیند تنظـیم شـده مـرگ سـلولی     
هـاي  هـا یـا سـلول   است کـه باعـث حـذف آسـیب    

هـاي چنــد  ناخواسـته، بـدون آسـیب در ارگانیسـم    
شود. این فرآیند به منظور کنترل رشد و سلولی می

انجـام  ثابت نگاه داشتن شرایط محیط داخل بـدن 
شناسی از جمله گردد و از طریق تغییرات ریختمی

شــدن کرومــاتین و چروکیــدگی ســلولی، متــراکم 
). 38شـود ( تشکیل اجسام آپوتیـک مشـخص مـی   

نکروز به دلیـل عـدم توانـایی سـلول در نگهـداري      
هاي خارج هومئوستاز و متعاقب آن ورود آب و یون

هـاي داخـل سـلولی (بـه     سلولی، سـلول و ارگانـل  
ورت برجسته میتوکندري) متـورم شـده و پـاره    ص

شوند. بنابراین در بدن موجـودات زنـده، سـلول    می
مرده نکروتیک سبب یک آسیب بـافتی گسـترده و   

). با 38شود (در نتیجه یک پاسخ التهابی شدید می
هایی که سلولDNAتوجه به تجزیه شدن مولکول 

گردنــد، در الکتروفــورز حــالتی دچــار آپوپتــوز مــی
مشابه نردبان مشاهده خواهد شد. بر این اساس در 

حالت نردبانی به طور واضح مشهود بـوده  1تصویر 
دهد که دیـواره سـلولی هـر دو مخمـر     و نشان می

ــرطانی   ــوز در رده سـ ــاء آپوپتـ ــبب القـ K562سـ
شوند. در مقابل اگر سـلول دچـار نکـروز شـود     می

بــه طــور کامــل نــابود شــده و در DNAمولکــول 
2ز تغییراتی مشاهده نخواهد شد. تصویر الکتروفور

دهد که نانوذرات روي با آلقـاء نکـروز   نیز نشان می
شوند.میK562سبب مهار رشد رده سرطانی 

Choi) ــاران ــرطانی   40و همک ــد س ــرات ض ) اث
کشـته شـده توسـط    Lactobacillusچندین گونه 

هــا مثــل پلــی حــرارت و اجــزاي محلــول بــاکتري
DNAنـــد و قطعـــات ســـاکارید را بررســـی نمود

هاي سرطانی کولون که توسط پلی سـاکارید  سلول
Lactobacillus acidophilus تیمار شده بود، روي

بـر  DNAژل آگارز برده شـد و قطعـات اسـمیري    
این بود روي ژل نمایش داده شد. این نتایج نشانگر

هاي سلول به طریق نکـروز از  که بعضی از جمعیت
رنـگ  PIتیمارهـا را بـا   هـا  اند. سپس آنمیان رفته

آمیــزي اختصاصــی و بــا میکروســکوپ فلورســانت 
مشاهده کردند و بـه ایـن نتیجـه رسـیدند، چـون      
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انـد بسـیار نـاچیز    رنـگ گرفتـه  PIقطعاتی کـه بـا   
هستند، پس پلی سـاکارید بـاکتري مـذکور باعـث     
القاي آپوپتوز شده است. در بررسـی دیگـر توسـط    

کـه ژن  ) نشـان داده شـد  41موسوي و همکاران (
K562هـاي  نوکلئوستمین بیـان بـالایی در سـلول   

اختصاصی SiRNAبا K562هاي دارد. تیمار سلول
48نانو مولار پس از 200نوکلئوستمین در غلظت 

نوکلئوستمین را در مقایسه mRNAساعت، سطح 
درصد مهار کرد.55هاي کنترل به میزان با سلول

تحقیـق  با توجه به نتایج به دست آمـده در ایـن   
توان نتیجه گرفـت کـه همـراه نمـودن دیـواره      می

ــیه و    ــس سرویس ــاي ساکارومایس ــلولی مخمره س
توانـد  ساکارومایسس بولاردي با نانوذرات روي مـی 

در شـرایط  K562سبب مهـار رشـد رده سـرطانی    
آزمایشگاهی گردد. همچنین این بررسی نشـان داد  

توان به آینده اسـتفاده از ترکیبـات طبیعـی    که می
ها جهت یر ترکیبات به دست آمده از پروبیوتیکنظ

ها امیـدوار  مهار رشد و توسعه انواع مختلف سرطان
گـردد کـه تـاثیر ضـد     بود. در نهایت پیشنهاد مـی 

توموري ترکیبات مورد استفاده در این بررسـی در  
حیوانی نیز مورد مطالعه قرار گیـرد تـا نتـایج    مدل

م داده شود.آن بتواند براي استفاده بالینی تعمی

تقدیر و تشکر
نویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و تشکر خـود  

هاي مالی دانشگاه آزاد اسلامی ارومیـه  را از حمایت
دارند.و مهاباد ابراز می
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Growth inhibition of K562 cell line by extracted cell wall from
Saccharomyces cerevisiae and S. boulardi as probiotic with zinc

nanoparticles

Salar Mokriani, Department of biology, Faculty of Basic science, Urmia Islamic Azad University,
Urmia, Iran.
*Amir Tukmechi, Department of Pathobiology and Quality Control, Urmia Lake Research Institute,
Urmia University, Urmia, Iran (*Corresponding author).
Majid Nojavan, Department of biology, Faculty of Basic science, Urmia Islamic Azad University,
Urmia, Iran.

Abstract
Background: Chronic myeloid leukemia is a common cancer in human, so the goal of this
study was the use of natural compound such as cell wall obtained from Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) and Saccharomyces boulardi (S. boulardi) and zinc nanoparticles on
the growth inhibition of K562 cell line.
Methods: For cell wall preparation, both yeasts were cultured in a basic medium at aerobic
condition and 28 °C. Then the medium was centrifuged and precipitately washed with sterile
buffer and the cells disrupted by sunicator. Also zinc nanoparticles were prepared by
biological method. Anti -cancer property of different concentrations of the yeasts’ cell wall
with zinc nanoparticles were assayed by MTT and electrophoresis methods.
Results: The results showed that S. boulardi cell wall significantly (p=0.029) inhibits the
growth of K562 cell line compared to S. cerevisiae. Also zinc nanoparticles significantly
(p=0.021) inhibit K562 cell line. Results revealed that combination the zinc nanoparticles
with both yeasts’ cell wall decreased anti-cancer property but this was not significant at the
level of p<0.05.
Conclusion: Based on this finding it should be concluded that combination of zinc
nanoparticles with Saccharomyces cell walls could inhibit the growth of K562 cell line in
vitro. But these anti-cancer properties would warrant further study on the clinical application
of yeast cell wall.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, S. boulardi, Zinc nanoparticles, Growth inhibition,
K562 cell line.
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