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Introduction:  Cancer is considered one of the most significant causes of death worldwide. 

Probiotics are living microbes that play a significant role in protecting the host in various ways. 

The aim of this study was to investigate the cytotoxic effect of Bifidobacterium bifidum cell 

extract and supernatants as probiotic bacteria on the Adenocarcinoma gastric cancer cell line 

and analysis of Fas, P53, and Bcl2 gene expression. 

Materials & Methods: In this experimental study, the cell extract of heat-killed and 

supernatants Bifidobacterium bifidum was prepared. The cytotoxicity of cell extract and 

supernatants on AGS cell lines was evaluated in 24, 48, and 72 hours using a cytotoxicity 

assay. Moreover, the P53, Bcl2, and Fas apoptosis gene expression levels in the 

Adenocarcinoma gastric cancer cell line were analyzed using a molecular assay. The collected 

data were statistically analyzed using one-way ANOVA analysis with the Graph Pad Prism 

V.8 at the level of significance less than 0.05. 

Results: Supernatant (pH = 6), then supernatant (pH = 4), and then cell extracts of 

Bifidobacterium bifidum were able to reduce the survival rate of the AGS cell line in 48 and 

72 hours. The results of gene expression by molecular method also showed an increase in Fas 

and P53 gene expression (p < 0.05) and a decrease in Bcl2 gene expression (p < 0.05) in the 

adenocarcinoma gastric cancer cell line compared to the reference GAPDH gene expression 

after 72 hours. 

Conclusion: Supernatant of Bifidobacterium bifidum with, respectively, pH = 6 and pH = 4, 

could induce apoptosis in the Adenocarcinoma gastric cancer cell line. So, it seems that 

Bifidobacterium bifidum has potential uses as a probiotic for pharmaceutical applications, 

including the prevention of gastric cancer. 
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Introduction 
Cancer is a major global cause of death, 

with gastric cancer being the third most lethal 

(1). Risk factors include Helicobacter pylori, 

Epstein-Barr virus, high salt intake, smoking, 

obesity, and family history (1). Treatments 

include surgery, chemotherapy, and 

radiotherapy, but patients may experience 

irreversible complications (2). Probiotics, living 

microbes, play a crucial role in protecting the 

host and have gained popularity for health 

promotion (3). Studies show that probiotics can 

improve the immune system. Bifidobacterium 

bifidum, a Gram-positive anaerobe found in the 

mouth, ileum, colon, vagina, and cervix, 

contributes to gut homeostasis through immune 

system modulation, pathogen elimination, 

antimicrobial activities, metabolite production, 

and intestinal epithelial barrier regulation (4,6). 

The specifics of Bifidobacterium bifidum's 

beneficial role in generating anticancer 

properties stem from their ability to produce 

short-chain fatty acids (SCFAs), which hinder 

the growth and maturation of cancer cells (5,7). 

This mass-produced SCFA, namely butyrate, 
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propionate, and acetate, also aids in alleviating 

inflammation, a major risk factor in the 

development of cancer.  The exploration of 

using Bifidobacterium bifidum as a therapeutic 

agent for cancer treatment holds a promising 

way ahead (3,7). Some studies indicated the 

efficacy and enhancement of cancer 

immunotherapy due to the potential of 

Bifidobacterium bifidum to generate antitumor 

responses (5,8).  The aim of this study was to 

investigate the cytotoxic effect of 

Bifidobacterium bifidum cell extract and 

supernatants as probiotic bacteria on the 

Adenocarcinoma gastric cancer cell line and 

analysis of Fas, P53, and Bcl2 gene expression. 

Methods 
The standard probiotic microbial strain 

Bifidobacterium bifidum was cultured in an 

anaerobic medium containing gas. The 

anaerobic medium was incubated at 37°C for 24 

hours and then standardized to half McFarland 

concentration (OD = 0.08–0.13). The probiotic 

culture medium Bifidobacterium bifidum was 

centrifuged at 13,000 rpm for 10 minutes, and 

the supernatant was passed through a 0.22-

micron filter. The resulting supernatant was 

divided into two separate parts. The initial 

supernatant had an acidic pH of 4 and the pH of 

the second supernatant was adjusted to neutral 

(pH = 6) by adding one normal sodium 

hydroxide (NaOH). To prepare the probiotic 

extract of Bifidobacterium bifidum, the test tube 

containing the bacteria was centrifuged at 5000 

rpm after being removed from the incubator, 

and after discarding the supernatant, the 

sediment was washed three times with PBS. 

The human gastric adenocarcinoma cancer cell 

line was obtained from the cell bank of the 

Pasteur Institute of Iran, which was cultured in 

cell culture flasks and placed in an incubator 

with 95% humidity and 5% carbon dioxide at 

37°C. Ten microliters of cell suspension and ten 

microliters of trypan blue were put on a neobar 

slide, and the number of living cells was 

counted. The plates were then put in an 

incubator for 20 minutes. During this time, the 

formazan crystals dissolved. After that, the tube 

was vortexed for 5 seconds and kept at room 

temperature for 5 minutes. 200 µl of chloroform 

was added to the tubes and gently inverted. The 

tubes were placed at -20°C for 20 minutes and 

then centrifuged at 12,000 rpm for 15 minutes 

at 4°C, and the supernatant was discarded. RNA 

extracted from control and treated cells was 

loaded onto an agarose gel, and the quality of 

the extracted RNA was measured by NanoDrop 

(Thermo Scientific, USA) at 260 nm. Finally, 

one unit of DNase enzyme was added per 

microgram of sample to remove (genomic) 

DNA and heated for 10 minutes at 65°C. In 

order to examine the expression level of Fas, 

P53, and Bcl-2 genes, a pair of forward and 

reverse primers designed for real-time PCR 

were used in the AGS cell line. The GAPDH 

gene was also used as an internal reference 

gene. For this purpose, 0.5 μl of each primer 

pair, 5 μl of Master Cyber, 1 μl of synthesized 

cDNA, and 3 μl of water for injection were 

added to each micro tube, and the heating 

program was set. The collected data were 

statistically analyzed using one-way ANOVA 

analysis with the Graph Pad Prism V.8 at the 

level of significance less than 0.05. 

Results 
Supernatant (pH = 6), then supernatant 

(pH = 4), and then cell extracts of 

Bifidobacterium bifidum were able to reduce the 

survival rate of the AGS cell line in 48 and 72 

hours. The results of gene expression by 

molecular method also showed an increase in 

Fas and P53 gene expression (p < 0.001) and a 

decrease in Bcl2 gene expression (p < 0.001) in 

the adenocarcinoma gastric cancer cell line 

compared to the reference GAPDH gene 

expression after 72 hours. 

Conclusion 
The supernatant of Bifidobacterium 

bifidum with, respectively, pH = 6 and pH = 4, 

could induce apoptosis in the Adenocarcinoma 

gastric cancer cell line. So, it seems that 

Bifidobacterium bifidum has potential uses as a 

probiotic for pharmaceutical applications, 

including the prevention of gastric cancer. 
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 یازنده  یهاسم یکروارگانیها م. پروبیوتیک شودیدر سرتاسر جهان شناخته م  ریومعلل مرگ   نیتراز مهم   یکیسرطان    مقدمه: 

 ی مطالعه بررس  نی. هدف از اکنند ی م  فایدر موارد مختلف ا  زبانیدر حفاظت از م  یگوناگون، نقش مهم  یهاهستند که با روش

سم  باکتر  یسلول  تیآثار  سوپرناتانت  و  رو  دومیف یب  وم یدوباکتریفیب   ک یوتیپروب  یعصاره  سرطان  ۀرد  یبر  و   ی سلول  معده 

 . بود Fasو    P53 ،Bcl2  یآپوپتوز یهاژن  ان یب لیوتجل ه یتجز

  دوم یفی ب ومیدوباکتر یف یب یشده با حرارت و سوپرناتانت باکترکشته یسلول ۀابتدا عصار ، یتجرب ۀمطالع نیدر ا : ها مواد و روش 

 یهازمانمعده در مدت  یسلول سرطان  ۀرد  ی و سوپرناتانت آن رو  یسلول باکتر  ۀعصار  یسلول  تیشد. در ادامه، آثار سم   هیته

با استفاده    ز یمعده ن  ی سرطان  یهاسلول  ۀدر ردFasو     P53  ،Bcl2  یآپوپتوز   یهاژن  ان یب  زان ی . مد یگرد  یساعت بررس  72و    48،  24

مولکول روش  درنها  یبررس  یاز  نرم   ت،یشد.  از  استفاده  آمار  Graphpad Prism vol.8افزار  با  آزمون    انس یوار  ز یآنال    یو 

 (.P<0.05) دند یگرد لیوتحل هیها تجز داده طرفه،ک ی

و سپس عصاره    pH=4، سپس سوپرناتانت با  pH=6نشان داد که سوپرناتانت با    یسلول   تیآزمون سم  ج ینتاهای پژوهش:  یافته

 ج یسرطان معده شد. نتا  یسلول  ۀرد یساعت، باعث کاهش بقا  72و   48  یهادر زمان  دوم یفیب   ومیدوباکتریف یب  ک یوت یپروب   ی باکتر

به روش مولکول  انیب   زانیم افزا  یحاک  زی ن  یژن  ب  P53  (0.05>P)و    Fas  یهاژن   ان یب  زانیم  شیاز   Bcl2ژن    انیو کاهش 

(0.05>P) ژن مرجع  ان یبا ب سهی در مقاGAPDH ساعت بود 72 یط . 

سبب   توانند ی م pH=4و    pH=6با   بیترتبه  دومیف یب وم یو باکتر د یفیب  ک یوتیپروب ی باکتر  یهاسوپرناتانت :یر ی گجه ی بحث و نت

محصول    ک یعنوان  به  ی باکتر  ن یاز ا  شتر ی با انجام مطالعات ب  توانی م  ن،یمعده شوند و بنابرا   ی سرطان  یهاسلول   ۀآپوپتوز در رد  ی القا

 . استفاده کرد عدهاز سرطان م ی ریشگ یضدسرطان در پ  ک یوت یپروب

 ک یوتیآپوپتوز، پروبسرطان معده، : های کلیدیواژه
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 مقدمه 

سرطان  به    ع ی شا   ی ها پنجاه درصد  مربوط  در کشور 

ا  در  و  است  همه    ان، ی م   ن ی دستگاه گوارش  از  معده  سرطان 

)   تر ع ی شا  معده  1است  سرطان  شا   ی ک ی (.  مشکلات  در    ع ی از 

کاهش بروز سرطان معده در    رغم ی سرتاسر جهان است. عل 

ا   ۀ پنج ده    ر ی وم مرگ   ی علت اصل   ن ی سرطان سوم   ن ی گذشته، 

  ی ط ی مح   ، ی (. عوامل عفون 2)   شود ی م   حسوب از سرطان م   ی ناش 

. علاوه بر  کنند ی نقش م   ی فا ی در روند سرطان معده ا   ی ک ی و ژنت 

تفاوت در سبک زندگ   ن ی ا    یی عادات غذا   ژه ی و به   ی عوامل، 

غذاها  و  نمک  مصرف  ن   ی مانند  زم   ز ی آماده  علل    ساز نه ی از 

  ژه ی و از سرطان معده به   ی ناش   ر ی وم مرگ   زان ی . م ند ی آ ی شمار م به 

ت  مرحل   ی مار ی ب   رهنگام ی د   ص ی شخ در    ش ی افزا   شرفته، ی پ   ۀ در 

  ن ی ابتلا به سرطان معده، ا   ی ن ی (. به علت نبودِ علائم بال 3)   ابد ی ی م 

مرحل   ی مار ی ب  در  موارد  اغلب    ص ی تشخ   ماری ی ب   ۀ شرفت ی پ   ۀ در 

م  درمان شود ی داده  را   ی ها .  معده    ج ی استاندارد  سرطان  برای 

راهکار    ی ح (. عمل جرا 4است )   ی درمان ی م ی و ش   ی شامل جراح 

  ی درمان است؛ اما خارج کردن تومورها در موارد   ی برا   ی مناسب 

مرزها  ن   ی که  مشخص  کاملًا  اح   ست ی تومور  به    اناًی و  تومور 

را در خطر    مار ی متاستاز کرده است، معمولًا ب   گر ی د   ی ها بافت 

ب  م   ی مار ی بازگشت  همچن 5)   دهد ی قرار  عامل    ن ی تر مهم   ن ی (. 

جراح   ز ی آم ت ی موفق  سرط   ی نبودن  مجدد    ز ی ن   ی ان غدد  وقوع 

لنفاو   ا ی سرطان معده   پنجاه    باًی در تقر   ی وقوع متاستاز به غدد 

از   پس  موارد  )   ی جراح   ک ی درصد  است  (.  6موفق 

معده،    ی پس از خارج کردن تومورها   ژه ی و به   ز ی ن   ی درمان ی م ی ش 

در    ن ی (؛ همچن 7خواهد داشت )   ماران ی بر درمان ب   ی مثبت   ر ی تأث 

  و ی و راد   ی درمان ی م ی شده است که ش مطالعات مشخص   ی برخ 

  ماران ی درصد درمان ب   30حدود    تواند ی همزمان هم م   ی درمان 

افزا  )   ش ی را  مهم 8دهد  موفق   ن ی تر (.  نبودن    ز ی آم ت ی عامل 

  ت ی نسبتاً کم به همراه سم   یی سرطان معده کارا   ی درمان ی م ی ش 

دارو قابل  مقاومت  و  )   یی توجه  بنابرا 9است  جستجوی    ن، ی (؛ 

مناسب برای درمان سرطان معده ضروری    ی درمان  ی راهبردها 

م به  باکتر رسد ی نظر  روش   ها ی .  درمان    ی ها به  در  مختلف 

  م ی صورت آثار مستق که کاربرد آن به   روند ی کار م سرطان به 

  ن ی ا   ی دارا   ی داخل سلول   ی دها ی انتقال پلاسم   ا ی و    ی ضدتومور 

ها  کشتن سلول   ق ی از طر   ز ی ن   یی ا ی باکتر   ی ها ن ی آثار است. توکس 

  ز ی آپوپتوز و تما   ر، ی تکث   ۀ کنند کنترل   ی سلول   ی ندها ی فرا   ر یی و تغ 

  ی ها (. داده 10)   کنند ی که با سرطان در ارتباط است، عمل م 

  ک ی از  ی عنوان بخش به  ها ک ی وت ی از نقش مهم پروب  ر ی اخ  ی علم 

برا   یی غذا   م ی رژ  به   ی سالم  جلوگ انسان  از    ی ر ی منظور 

باور  11)   ند ی نما ی م   ت ی شدت حما به   ی کروب ی م   ی ها عفونت   .)

ا  بر  تثب   ها ک ی وت ی قرار دارد که پروب   ه ی پا   ن ی موجود  فلور    ت ی با 

محافظت   ی کروب ی م  نقش  ب   ی ا کننده روده  برابر    ی ها ی مار ی در 

م  نشان  از خود  ) دهند ی مختلف    ها ک ی وت ی (. مصرف پروب 12. 

تحر   ن ی همچن  التهاب،    ، ی من ی ا   ی ها سلول   ک ی موجب  کاهش 

تشک  ن   ی سرطان   ی ها سلول   ل ی مهار  مواد    ز ی و  کاهش عملکرد 

م   ۀ جادکنند ی ا  انسان  در  روده  مصرف  شود ی سرطان   .

  ی ر ی از محصولات تخم   ی متفاوت   ف ی در ط   ی حت   ها ک ی وت ی پروب 

مثبت   تواند ی م   ز ی ن  ا   ی آثار  ن   جاد ی را  مصرف    ز، ی کند. در موش 

  ون ی کننده مانند گلوتات محافظت   ی ها م ی آنز   د ی تول   ها ک ی وت ی پروب 

در    ی (. کاهش بار عوامل سم 13)   دهد ی م   ش ی ترانسفراز را افزا 

  ی سم   بات ی که ترک   رات ی مانند بوت   ی عوامل   د ی تول   ش ی روده و افزا 

است که باعث    ی از عوامل محافظت   ز ی ن   ند، ی نما ی م   رفعال ی را غ 

  ی سلول   ۀ وار ی د   ن ی (؛ همچن 14)   گردند ی کاهش خطر سرطان م 

باکتر   ی برخ  با مواد موتاژن ترک   ک ی وت ی پروب   ی ها ی از    ب ی هم 

طور  دهد. به ی ها را کاهش م آن   یی زا و شدت سرطان   شود ی م 

آنز   ی برخ   ی ع ی طب  ازجمله    داز، ی کوز ی بتاگل   ی ها م ی مواد 

ن   داز، ی گلوکورون  و  مواد    تروردوکتاز ی آزوردوکتاز 

به سرطان   زا سرطان ش ی پ  تبد   ی زاها را  (.  15)   کنند ی م   ل ی فعال 

برخ   رغم ی عل  در  نتا گزارش   ی آنکه  از    ی بهتر   ج ی ها 

به    ها ل ی لاکتوباس  ر   ها وم ی دوباکتر ی ف ی ب نسبت  سرطان    وده در 

اما   است؛  شده  از    ز ی ن   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب مشاهده 

بزرگ است که   ۀ رود  ی ع ی گرم مثبت و ساکن طب  ی ها ی باکتر 

سالان فلور  درصد از بزرگ   20درصد از کودکان و    80در  

چند روز پس از تولد،    ژه ی و به   دهد، ی م   ل ی غالب روده را تشک 

رود  ش   ی نوزادان   ۀ از  با  تغذ   ر ی که    شوند، ی م   ه ی مادر 

جداساز   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب  جمع   ی قابل    ن ی ا   ت ی است. 

.  رسد ی نظر م به   دار ی بالا نسبتاً پا   ن ی بزرگ تا سن   ۀ در رود   ی باکتر 

عوامل  به   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب مختلف    ی ها گونه  عنوان 
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  ۀ در رود   زا ی مار ی ب   ی ها ی شدن باکتر   زه ی مقاومت در برابر کلون 

شده  شناخته  ) بزرگ  سو 16،  17اند  مختلف    ی ها ه ی (. 

اشرش   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب  رشد  مهار  به    ا ی قادر 

  ی شگاه ی آزما   ط ی در شرا   ن ی گاتوکس ی مولد ش    O157:H7ی کول 

  ، دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ی ک ی وت ی هستند و با توجه به آثار پروب 

ماست متداول شده    ژه ی و به   ی لبن   ی ها ها در فراورده استفاده از آن 

عنوان  به   توانند ی م   ا ی دوباکتر ی ف ی ب   ی ها از گونه   ی (. بعض 18است ) 

مح   دکنندگان ی تول  در  فولات  کنند.    ط ی مناسب  عمل  معده 

تأث   وسنتز ی ب  تحت  کربوه pH  ر ی فولات  عوامل    درات ی ،  و 

م   ی خارج  در    ز ی ن   س ی لاکت   وم ی دوباکتر ی ف ی ب (.  19)   رد ی گ ی قرار 

افزا   T  ی ها ت ی لنفوس   ش ی افزا    ش ی در دستگاه گردش خون و 

همچن   ش نق   NK  ته ی س ی توتوکس ی س   ت ی فعال  صورت  به   ن ی دارد؛ 

  زان ی به م   ا ی باکتر   دو ی ف ی ب شده است، جنس  مشاهده   ی شگاه ی آزما 

(. در  20)   کند ی م   ک ی را تحر   A  ن ی مونوگلبول ی ا   ل ی تشک   ی فراوان 

  ی کروب ی فلور م   ر یی بزرگ، تغ   ۀ با سرطان و التهاب رود   ماران ی ب 

  ده ی ها مشاهده گرد   وم ی دوباکتر ی ف ی ب روده ازجمله کاهش تعداد  

  ک ی است  ی دها ی هستند و اس  ک ی ت ی ساکارول  ها ی تر باک  ن ی است. ا 

(.  21)   کنند ی م   د ی کربن تول   د ی اکس ی د   جاد ی را بدون ا   ک ی و لاکت 

بعض  تحق   ی در  و    ی ر ی شگ ی پ   ی برا   ها وم ی دوباکتر ی ف ی ب   قات، ی از 

اند؛  شده   ی و سرطان بررس   ت ی گاستروآنتر   ف ی الط ع ی درمان وس 

  ی وان ی ح   ۀ که در نمون   س ی مال ی ان   وم ی دوباکتر ی ف ی ب ازجمله استفاده از  

(. هدف  22در برابر عوامل موتاژن دارد )   ی اثر مهارکنندگ   ز ی ن 

بررس  مطالعره  این  سلول   ی از  سرررمیت  و    ی آثار  عصررراره 

باکتر    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب پروبیوتیرررک    ی سوپرناتانت 

ارز   ی سلول   ۀ رد   ی رو  و  معده    ی ها ژن   ی برخ   ی اب ی سرطان 

گفتن   ی آپوپتوز  ا   ی بود.  اخلاق    ق ی تحق   ن ی است،  کد  با 

IR.IAU.SHK.REC.1401.120   تحق معاونت  و    قات ی در 

  ده ی رس   ب ی واحد شهرکرد به تصو   ی دانشگاه آزاد اسلام   ی فناور 

 . است 

 ها مواد و روش

 : یکروبیم  ونی سوسپانس  یۀته

  وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ک ی وت ی استاندارد پروب   ی کروب ی سوش م 
ها و  کلکسریون قارچ   ی ا از مرکز منطقه   PTCC 1644  دوم ی ف ی ب 

  ط ی تهیه و در مح   زه ی ل ی وف ی صورت ل به   ران ی ا   ی صنعت   ی ها ی باکتر 

در     MRS broth (Man–Rogosa–Sharpe broth)کشت  

  ی هواز ی شد. جار ب   اده گاز پک کشت د   ی حاو   ی هواز ی جار ب 

قرار    گراد ی درجه سانت   37ساعت داخل انکوباتور   24به مدت  

ن  با غلظت  (  OD=0.08-0.13فارلند ) مک   م ی گرفت و سپس 

گرد  مح د ی استاندارد  پروب   ط ی .    وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ک ی وت ی کشت 
ما   فوژ ی سانتر   قه ی دق   10به مدت    13000rpmدر    دوم ی ف ی ب    ع ی و 

ف supernatant)   یی رو  از  عبور داده شد.    کرون ی م   0/ 22  لتر ی ( 

تقس  مجزا  قسمت  دو  به  حاصله  .  د ی گرد   م ی سوپرناتانت 

اول  و  pH=4)   ی د ی اس   pH  ه ی سوپرناتانت  داشت   )pH  

  ی نرمال، خنث   ک ی (  NaOHسوپرناتانت دوم با افزودن سود ) 

 (pH=6 م ) وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ک ی وت ی پروب   ۀ عصار   یۀ ته   ی . برا شد ی  
پس از خارج کردن   ی باکتر  ی حاو  ش ی آزما  ۀ لول  ز، ی ن  دوم ی ف ی ب 

و پس از دور    د ی گرد   فوژ ی سانتر   rpm  5000از انکوباتور در  

با    ، یی رو   ع ی ما   ختن ی ر  مرتبه  سه  و    PBSرسوب  شد  شسته 

  80  ی در دما   قه ی دق   30شده بره مردت  رسوب شسته   ت، ی درنها 

اطمینران از    ی است، برا   ی گرفت. گفتن قرار    گراد ی سانت   ۀ درج 

 . گرفت ی مجدداً کشت صورت م   ها، ی شردن باکتر   رفعال ی غ 

 معده:  نومیادنوکارس  یسلول سرطان ۀرد کشت

انسان از بانک    ۀ معد   نوم ی ادنوکارس   ی سلول سرطان   ۀ رد   

درصد    10و پس از افزودن    ه ی ته   ران ی پاستور ا   تو ی انست   ی سلول 

FBS  ،1    درصدPen strep    گلوتام   2و مح   ن ی درصد    ط ی به 

شرکت    RPMI-1640کشت   فلاسک Gibcoاز  در    ی ها ، 

سلول  و    ی کشت  شد  داده  با    در کشت  درصد    95انکوباتور 

و   د   5رطوبت  دما   د ی اکس ی درصد  در    ۀ درج   37  ی کربن 

هر    گراد ی سانت  گرفت.  کشت    ط ی مح   بار ک ی روز    3قرار 

 (. 17)   د ی گرد ی م   ض ی تعو 

 : یسلول تی سم  سنجش

قبل    ۀ ها در مرحل کشت از سطح سلول   ط ی در ابتدا، مح   

به برداشته   ها از کف فلاسک،  منظور جدا شدن سلول شد و 

از حدود    ن ی پس ی تر   تر ی ل ی ل ی م   ک ی  پس    تر ی ل ی ل ی م   1  قه، ی دق   2و 

  rpm 1200در  ی سلول  ون ی سوسپانس  ن ی کشت اضافه و ا   ط ی مح 

و    شد ی جدا م   رسوب   ی بالا   ع ی سپس ما   د؛ ی گرد ی م   فوژ ی سانتر 

رسوب   م   ط ی مح   تر ی ل ی ل ی م   1به  اضافه  در    د ی گرد ی کشت  و 

کار،    ن ی ا  ی . برا شد ی جداشده شمرده م  ی ها بعد، سلول  ۀ مرحل 
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بلو    پان ی تر   تر ی کرول ی م   10و    ی سلول   ون ی از سوسپانس   تر ی کرول ی م   10

ر   ی رو  نئوبار  سلول   خته ی لام  تعداد  شمارش    ی ها و  زنده 

به    د؛ ی گرد ی م  و    ط ی مح   تر ی کرول ی م   180سپس    20کشت 

هر    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ک ی وت ی پروب   ۀ عصار   تر ی کرول ی م  در 

سلول اضافه شد.    10.000خانه، تعداد    96  ی ها ت ی چاهک از پل 

عنوان  به   ی تجرب   ۀ مطالع   ن ی در ا   ز ی ها ن از سلول   ی گر ی البته گروه د 

به   Pbsو تنها با افزودن  یی ا ی باکتر  ۀ شاهد، بدون افزودن عصار 

بار صورت    4  ش ی و هر آزما   دند ی گرد   ش ی زما عصاره آ   ی جا 

به هر چاهک اضافه    MTTمحلول    تر ی کرول ی م   20گرفت؛ سپس  

  د ی اکس ی د   ی در انکوباتور حاو   ی ک ی ساعت در تار   4و به مدت  

ا  در  شد.  داده  قرار  آنز   ن ی کربن    نات ی سوکس   م ی مدت، 

را    MTTزنده رنگ زرد    ی ها سلول   ی توکندر ی م   دروژناز ی ده 

کرد که نامحلول   ل ی رنگ تبد بنفش   زان فورما   ی ها ستال ی به کر 

  50و پس از افزودن    د ی خارج گرد   یی رو   ط ی هستند؛ سپس مح 

در انکوباتور قرار    قه ی دق   20به هر چاهک،    DMSO  تر ی کرول ی م 

ا  در  کر   ن ی گرفت.  در    ی ها ستال ی مدت،  شد.  حل  فورمازان 

با دستگاه    570موج  با طول   ی آخر جذب نور   ۀ مرحل  نانومتر 

بودن سلول   ت، ی د. درنها ی قرائت گرد   زا ی الا  با  درصد زنده  ها 

شاهد    ی ها نسبت به سلول   مار ی ت   ی ها سلول   ی جذب نور   م ی تقس 

  ز ی آن با استفاده از آزمون آنال   ج ی محاسبه شد و نتا   100در  ضرب 

نرم   ک ی   انس ی وار  در  آمار طرفه  در  SPSS vol.22  ی افزار   ،

 (. 13)   د ی گرد   ل ی وتحل ه ی سطح پنج درصد تجز 

 :RNA استخراج

خانه که    6  ی ها رشد کرده در فلاسک   ی ها از سلول   

مدت   ت   72به  تحت  با    مار ی ساعت  سوپرناتانت  و    pH=4با 

و   ه ی ته  ی قرار گرفته بودند، رسوب سلول   pH=6سوپرناتانت با 

استخراج    ت ی استخراج از ک   ی شد. برا   خته ی دور ر   یی محلول رو 

RNA   (RNX Plus س (    Cat. No.: EX6101کلون،    نا ی ، 

گرد  بد د ی استفاده  سلول   ن ی .  رسوب  به    1مقدار    ی منظور، 

تا کاملًا حل شود؛    RNX- Plusمحلول    تر ی ل ی ل ی م  اضافه شد 

. پس از آن،  افت ی انتقال    ی تر ی ل ی ل ی م   1/ 5  وب ی سپس محلول به ت 

مدت    وب ی ت  و    ه ی ثان   5به  دما   قه ی دق   5ورتکس  اتاق    ی در 

به ت د ی گرد   ی نگهدار    کلروفرم   تر ی کرول ی م   200مقدار    ها وب ی . 

به  و  ت   نورت ی ا   ی آرام اضافه  مدت    ها وب ی شد.  به    5بلافاصله 

  ی در دما   قه ی دق   15قرار گرفت و سپس به مدت    خ ی   ی رو   قه ی دق 

و متعاقباً    د ی گرد   فوژ ی سانتر   rpm 12000و    گراد ی سانت   ۀ درج   4

نبا به   یی فاز رو  برداشته شود( و به    د ی دقت برداشته )فاز وسط 

اضافه شد. پس    زوپروپانول ی حجمش ا منتقل و هم   د ی جد   وب ی ت 

  قه ی دق   20به مدت  ها وب ی (، ت Invertوارونه کردن )  ه ی ثان  10از 

 rpm  ط ی با شرا   وژ ی ف ی قرار گرفتند و سپس سانتر    - 20  ی در دما 

صورت    گراد ی سانت   ۀ درج   4  ی در دما   قه ی دق   15به مدت    12000

رو  محلول  و  ر   یی گرفت  مقدار    خته ی دور  به رسوب    1شد. 

به   اضافه اتانول    تر ی ل ی ل ی م  سپس    د؛ ی گرد   نورت ی ا   ی آرام و 

  4  ی در دما   قه ی دق   8به مدت    rpm 8000  ط ی با شرا   وژ ی ف ی سانتر 

سانت  دور    ت ی درنها   یی انجام گرفت. محلول رو   گراد ی درجه 

هود قرار گرفت تا به    ر ی ز   قه ی دق   15به مدت    وب ی شد و ت   خته ی ر 

  تر ی کرول ی م   30خشک شود و پس از آن، مقدار    ی شکل نسب 

ت   DEPCآب   شده از  استخراج   RNA.  د ی اضافه گرد   وب ی به 

ت  و  شاهد  بارگذار   ی رو   مار ی سلول  آگارز  ک   ی ژل    ت ی ف ی و 

RNA   (  کا ی امر   ک، ی ف ی نت ی توسط نانودراپ )ترموسا   ی استخراج

طول  اندازه   260موج  در  درنها   ی ر ی گ نانومتر    ی برا   ت، ی شد. 

به ازا ی )ژنوم   DNAحذف     ک ی از نمونه    کروگرم ی هر م   ی ( 

در    قه ی دق   10و به مدت    د ی افزوده گرد   ز ی ن   DNase  م ی واحد آنز 

 حرارت داده شد.   ۀ درج   65  ی دما 

 :cDNA ساخت

ک   cDNA  یۀ ته   ی برا    )   ز ی تجه   کتا ی   ت ی از   Catآزما 

No: YT4500 گرد استفاده  ک د ی (  دستورالعمل  مطابق    ت، ی . 

RNA   تر، ی کرول ی م   5به مقدار  Random hexamer primer   به

آب  µM 50)   تر ی کرول ی م   1مقدار   و   )DEPC    مقدار   7/ 4به 

است(، باهم مخلوط    تر ی کرول ی م   13/ 4  یی )حجم نها   تر ی کرول ی م 

  ۀ درج   70  ی در دما   قه ی دق   5کردن به مدت    ن ی و پس از اسپ   شد 

رو   گراد ی سانت  سپس  و  گرفت  در    خ ی   ی قرار  شد.  گذاشته 

مقدار    5x first standardبعد،    ۀ مرحل    تر ی کرول ی م   4به 

(mM250)  ،dNTP mix    مقدار ،  (mM 10)  تر ی کرول ی م   1به 

RNase inhibitor    تر ی کرول ی م   0/ 5به مقدار   (u/µl 40  و )M-

mlv (H)    تر ی کرول ی م   1به مقدار   (u/µl 200 ت به  اضافه    وب ی ( 

  ک ی به مدت    ت، ی شد و درنها   ن ی مخلوط اسپ   ن ی سپس ا   د؛ ی گرد 

دما  در  و    37  ی ساعت  دما   قه ی دق   5درجه    ۀ درج   70  ی در 
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  ک ی محصول با ژل آگارز  ت، ی قرار گرفت. درنها  گراد ی سانت 

 . د ی درصد الکتروفورز گرد 

 :Real Time PCR واکنش

بررس به    ژن   ان ی ب   ر یی تغ   زان ی م   ی منظور  ،  Fas  ی ها در 

P53    وBcl-2 رد در  پرا   AGS  ی سلول   ۀ ،  جفت    ی مرها ی از 

در    Real time PCRانجام    ی برا   شده ی وبرگشت طراح رفت 

 Geneافزار  توسط نرم   مرها ی استفاده شد. پرا   1  ۀ جدول شمار 

Runner vol.3.05    ۀ داد   گاه ی در پا   مرها ی پرا   ی و توال   ی طراح  

NCBI  از ژن  ن ی همچن  د؛ ی گرد  ی بررسGAPDH  عنوان ژن  به

  وب ی ت   کرو ی منظور، در هر م   ن ی استفاده شد. به هم   ی مرجع داخل 

از    تر ی کرول ی م   5مقدار    مر، ی از هر جفت پرا   تر ی کرول ی م   0/ 5مقدار  

  3سنتز شده و مقدار    cDNA  تر ی کرول ی م   1مقدار    بر، ی مستر سا 

مطابق جدول    ی حرارت   ۀ و برنام   افه اض   ی ق ی آب تزر   تر ی کرول ی م 

افزار  با استفاده از نرم   ت، ی (. درنها 13)   د ی گرد   م ی تنظ   2  ۀ شمار 

Graphpad Prism vol.8   آمار   انس ی وار   ز ی آنال    ی و آزمون 

  P  ی دار ی شد. سطح معن   سه ی و مقا   ی ها بررس ژن   ان ی ب   طرفه، ک ی 

. در نظر گرفته شد   0/ 05کمتر از  

 شدهیطراح ی مرهایمشخصات پرا .1 شماره  جدول
 ژن نام پرایمر  توالی  اتصال  دمای ( bp) محصول طول

183 64 F:5’- GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC -3’ GAPDH 

  R:5’-GGTCACGAGTCCTTCCACGATAC -3’  

245 65 F:5’-GACGACTTCTCCCGCCGCTAC-3’ Bcl-2 

  R:5’-CGGTTCAGGTACTCAGTCATCCAC-3  

163 64 F:5’-GTCCTTCATCACACAATCTACATCTTC-3’ Fas 

  R:5’- CAATTCTGCCATAAGCCCTGTC -3’  
170 65 F:5’- TCTGACTGTACCACCATCCACTA-3’ P53 

  R:5’- CAAA ACGCACCTCAA AGC -3’  

 GAPDHو  Fas ،P53 ،Bcl-2  یها، ژنReal time RT-PCR ییدما ۀبرنام  .2 شماره  جدول

 گرادی سانت ۀدرج زمان کل یتعداد س

 95 قهیدق  3 1

 

45 

 94 ه یثان 20

 58-62 ه یثان 15

 72 ه یثان 20

 ذوب  یدما 99-60 1

 

 پژوهش یهاافتهی 

  ۀ بر رد  کیوتیپروب  یباکتر  ۀعصار  یسلول  تی سم  ریتأث

 : AGS یسلول سرطان

سم   ج ی نتا    از  تعداد    ی سلول   ت ی حاصل  که  داد  نشان 

نسبت به    یی ا ی با سوپرناتانت باکتر   مار ی تحت ت    AGS  ی ها سلول 

کاهش   مؤ   افته ی گروه شاهد  که    ن ی ا   ی معنادار   ر ی تأث   د ی است 

سلول  بر  )   ی سرطان   ی ها عصاره  نسبت  AGSمعده  گروه    به ( 

 ( بود  تجز P<0.05شاهد  که    ی آمار   ل ی وتحل ه ی (.  داد  نشان 

تراکم سلول  ت   ی ها در سلول   ی هرچند  و    مار ی تحت  با عصاره 

نسبت به گروه کنترل   دوم ی ف ی ب  وم ی دوباکتر ی ف ی ب  ی ها سوپرناتانت 

ا   تر ن یی پا  اما  با    ن ی بود؛  سوپرناتانت  در  تراکم صرفاً  اختلاف 

pH=4    وpH=6   ساعت معنادار    72و    48  ی ها هم در زمان آن

  50از نمونه که موجب    ی )غلظت   IC50مقدار    ت، ی بود. درنها 

  ن ی ( محاسبه و ا شود ی م   ی سرطان   ی ها درصد مهار رشد سلول 
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نمودار شمار   ج ی نتا  ا   م ی ترس   1  ۀ در  در  نمودار، محور    ن ی شد. 

مختلف    ی ها زمان   ی و محور افق   ی ست ی ز   یی درصد توانا   ی عمود 

رد   ون ی انکوباس  سرطان   ۀ در  آب   ی سلول  )ستون  گروه    ی معده 

و ستون    pH=4سوپرناتانت با    مار ی گروه ت   ی کنترل، ستون نارنج 

. دهد ی ( را نشان م pH=6با    مار ی گروه ت   ی خاکستر 

 
 AGS یسلول سرطان ۀ بر رد  دومیفیب  ومیدوباکتریفیب  کیوت یپروب یمان درصد زنده  ۀسیمقا .1 شماره  نمودار

 : یآپوپتوز یهاژن  انیب زانیم

داده   ی ع ی طب    آزمون  بودن  از  استفاده  با  ها 

  ع ی ها از توز و ازآنجاکه داده   ی بررس   روف ی اسم   - کلموگروف 

و    ن ی انگ ی ها بر اساس م داده   ف ی برخوردار بودند، توص   ی ع ی طب 

  ی ها ژن، چرخه   ان ی ب   ۀ محاسب   ی گزارش شد. برا   ار ی انحراف مع 

  Rotor-Gene Real Time analysis vol.6افزار  آستانه با نرم 

مشخص است،    2  ۀ طور که در نمودار شمار . همان د ی گرد   م رس 

نسبت به شاهد    مار ی ت   ۀ در نمون   Fas  ی ژن آپوپتوز   ان ی ب   زان ی م 

(. از  P<0.05معنادار است )   ز ی اختلاف ن   ن ی داشته و ا   ش ی افزا 

سوپرناتانت    ن ی که ا   شود ی گرفته م   جه ی معنادار بودن اختلاف نت 

. بوده است   اثرگذار آپوپتوز    ی در القا   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب 

 
 FASژن  انیب یاسهیمقا زانیم .2 شماره  نمودار
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ژن و    ان ی ب   زان ی م   ی محور عمود   2  ۀ در نمودار شمار 

افق  ت   ب ی ترت به   ی محور  کنترل،  گروه  راست  به  چپ    مار ی از 

ت    pH=4با    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب سوپرناتانت     مار ی و 

تعداد    pH=6با    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب سوپرناتانت   است. 

  ش ی و افزا   دار ی معن   ی ها وجود گروه   ۀ دهند متفاوت نشان   ۀ ستار 

ا   شتر ی ب  پروب   ن ی بیان  سوپرناتانت  با  تیمار  از  پس    ک ی وت ی ژن 

 (0002 /0P سلول با  مقایسه  در  )   ی ها =(  =(  0P/ 0162کنترل 

. است 

 
 P53ژن  انیب یاسهیمقا زانیم .3 شماره  نمودار

ژن و    ان ی ب   زان ی م   ی ، محور عمود 3  ۀ در نمودار شمار 

افق  ت   ب ی ترت به   ی محور  کنترل،  گروه  راست  به  چپ    مار ی از 

ب  ب.  ت    pH=4با    دوم ی ف ی سوپرناتانت  ب.    مار ی و  سوپرناتانت 

وجود    ۀ دهند متفاوت نشان   ۀ است. تعداد ستار   pH=6با    دوم ی ف ی ب 

ژن پس از تیمار با    ن ی بیان ا   شتر ی ب   ش ی و افزا   دار ی معن   ی ها گروه 

  ی ها سلول =( در مقایسه با  0P/ 0001)   ک ی وت ی سوپرناتانت پروب 

  3  ۀ طور که در نمودار شمار =( است. همان 0P/ 0013کنترل ) 

م   ز ی ن  است،  آپوپتوز   ان ی ب   زان ی مشخص  نمونه    P53  ی ژن  در 

افزا   مار ی ت  به شاهد  ا   ش ی نسبت  ن   ن ی داشته است و    ز ی اختلاف 

 ( است  م >  0P/ 05معنادار  معن   توان ی (.  اختلاف    ادار از  بودن 

  ی در القا   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب گرفت که سوپرناتانت    جه ی نت 

. آپوپتوز اثرگذار است 
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 BCL2ژن  انیب یاسهیمقا زانیم .4 شماره  نمودار

نمودار   و محور    ان ی ب   زان ی م   ی محور عمود   4در  ژن 

سوپرناتانت    مار ی از چپ به راست گروه کنترل، ت   ب ی ترت به   ی افق 

ت   pH=4با    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب  سوپرناتانت    مار ی و 

متفاوت  pH=6با    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب  ستاره  تعداد   .

ن  ی بیان ا   شتر ی و کاهش ب   دار ی معن   ی ها دهنده وجود گروه نشان 

= ( در  0P/ 0042)   ک ی وت ی ژن پس از تیمار با سوپرناتانت پروب 

سلول  با  )   ی ها مقایسه  نتا 0P/ 0188کنترل  است.   )   ج ی = 

ژن در نمونه    ن ی است که ا   ن ی ا   ی ا ی گو   4آمده در نمودار  دست به 

به شکل    مار ی در مورد نمونه ت   ی داشته است ول   یی بالا   ان ی شاهد ب 

)   افته ی کاهش    ی معنادار  معن P<0.05است  ا   ادار (.    ن ی بودن 

  ت. اس   مار ی مؤثر بودن ت   ی به معنا   ز ی اختلاف ن 

 گیرینتیجه  وحث ب

سم  حاضر،  پژوهش  و    ی سلول   ت ی در  عصاره 

  ی بررس   AGS  ی سلول سرطان   ۀ بر رد   دوم ی ف ی ب. ب سوپرناتانت  

نتا  و  با    ج ی شد  سوپرناتانت  که  داد  از    ش ی ب   pH=6نشان 

اثر    یی ا ی باکتر   ۀ از عصار   ش ی دو ب   ن ی و ا   pH=4سوپرناتانت با  

هر سه    ی برا   ز ی ن   ی آپوپتوز   ی ها ژن   ان ی داشتند و ب   ی سلول   ت ی سم 

همراه بود.    ی معنادار   ی با اختلاف آمار   Bcl2و    Fas  ،P53ژن  

  ش ی افزا   ک ی وت ی با پروب   مار ی ت   ۀ در نمون   P53و     Fasهر دو ژن  

درحال   ان ی ب  ب   Bcl2ژن    که ی داشتند،  داد؛    ان ی کاهش  نشان 

از آن است که سوپرناتانت    ی حاک   ق ی تحق   ن ی ا   ج ی نتا   ن، ی بنابرا 

را    P53و     Fas  ی ها ژن   ان ی ب   تواند ی م   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب 

تأث  درنت   ر ی تحت  و  دهد  رد   جه، ی قرار  در  را  سلول    ۀ آپوپتوز 

  ی برخ   ی ها افته ی حاضر با    ق ی تحق   ج ی القا کند. نتا   AGS  ی سرطان 

  ی که در بررس   ی دارد، به شکل   ی همخوان   ز ی ن   گر ی از محققان د 

پروب  رد   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ی ک ی وت ی اثر    ی ها سلول   ۀ بر 

بزرگ(، د صد    ۀ ود سلولی سرطانی ر   ۀ )رد   CacoIIسرطانی  

  ا ی شد و    ن یی درصد تع   88تا    55  ی باکتر   ن ی مهاری سوپرناتانت ا 

  ن و ر م ( در آز 562Kسلول سرطان مزمن مغز استخوان )   ۀ در رد 

MTT عصار مؤثر  غلظت  حداقل  زنده   ۀ ،  بر    ی مان باکتری 

م   2000ها  سلول  بر  (.  23)   د ی گزارش گرد   تر ی ل ی ل ی میکروگرم 

ن  همکاران  و  کردند    ز ی کانو    ۀ روزان   ز ی تجو   که مشاهده 

شدت التهاب مخاط    ی ر ی طور چشمگ به   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب 

و البته در مقابل،    دهد ی را کاهش م   ی التهاب   ی ها روده و پاسخ 

  FU- 5  ز ی روز پس از تجو  ن ی آپوپتوز در اول  ی نتوانست از القا 

از    دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب گرفتند که    جه ی کند و نت   ی ر ی جلوگ 

در برابر التهاب    ی اثر بهبود   ، ی التهاب   ی ها پاسخ   ف ی تضع   ق ی طر 

روده  م   FU- 5از    ی ناش   ی ا مخاط  و  دارد    ی برا   تواند ی را 

موکوز   ی ر ی شگ ی پ  ش   ت ی از  سرطان    ی درمان ی م ی روده در طول 

)   د ی مف  مطالع 24باشد  در  ضدسرطان   ۀ (.    ی ها گونه   ی اثر 
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  ۀ بزرگ در نمون   ۀ رود   ی سرطان   ی ها در سلول   وم ی دوباکتر ی ف ی ب 

شد   ز ی ن   ی موش  طور  به   دوم ی ف ی ب   وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ، مشاهده 

و طول   بخشد ی را بهبود م  ی مار ی ب  ت ی شاخص فعال  ی ر ی چشمگ 

بازساز  را  افزا   کند ی م   ی کولون  از  پ   ش ی و  و    شرفت ی بروز 

(. در  2)   د ی نما ی م   ی ر ی تومورها به مراحل و درجات بالاتر جلوگ 

آپوپتوز   ی اب ی ارز  گونه   ی برخ   ی آثار    وم ی دوباکتر ی ف ی ب   ی ها از 

  بزرگ با استفاده از تست   ۀ رود   ی سرطان   لول س   ی ها رده   ی رو 

هم   ز ی ن   ی تومتر ی فلوسا  سوپرناتانت  که  است  شده    ۀ مشاهده 

  ی بقا   زان ی م   ی ر ی طور چشمگ شده به مطالعه   ی ها وم ی دوباکتر ی ف ی ب 

مقا   ی سرطان   ی ها سلول  در  را  گروه   سه ی روده  کنترل    ی ها با 

نشان داده است که آپوپتوز توسط    ج ی نتا   ن ی . ا دهند ی کاهش م 

نظر  (. به 25)  شود ی القا م  وم ی دوباکتر ی ف ی ب  ی ترشح  ی ها ت ی ول متاب 

آپوپتوز   رسد، ی م  آثار  بر  سازوکارها   ی علاوه    ی ذکرشده، 

ضدسرطان   ز ی ن   ی گر ی د  آثار    ی ن ی آفر نقش   ها ک ی وت ی پروب   ی در 

در کولون موش با    ن ی دراز ی ه   ل ی مت ی د   2و    1  نوژن ی کنند. کارس 

  ی ها ب ی که باعث آس   ی حاصل از مواد   ت ی مسموم  ی ساز ی خنث 

  بات ی ترک   ا ی را القا و    ی آثار ضدسرطان   گردند، ی در روده م   ی ژن 

چرب با    ی دها ی )اس   ها ک ی وت ی پروب   ی جداشده از برخ   ی ت ی متابول 

آنز   ر ی زنج  ترانسفراز،    ون ی گلوتات   ۀ کنند محافظت   م ی کوتاه، 

غ   رات ی بوت  در  کارس   رفعال ی و...(  و  عوامل خطر    نوژن ی کردن 

توان گفت که باکتری  ی . بر اساس نتایج م کنند ی نقش م   ی فا ی ا 

ب  سلول   دوم ی ف ی ب.  مهار  شرایط    ی ها توانایی  در  را  سرطانی 

م  و  دارد  پروب   توان ی آزمایشگاهی  ته   ها ک ی وت ی از  مواد    یۀ در 

از سرطان معده استفاده کرد.   ی ر ی شگ ی پ  ی برا  ی خوراک  یی غذا 

است که بتوان کارایی    قاتی ی مطالعه نیاز به تحق   ن ی ا   ل ی تکم   ی برا 

 . د ی سنج   ز ی ن   لینی ها را در سطح با آن 
 

   گزاریسپاس

  ی سهراب صفر   ی مقاله از جناب آقا   ن ی ا   سندگان ی نو 

داشتند، کمال    ی ا سته ی شا   ی پژوهش همکار   ن ی که در انجام ا 

 . ند امتنان را دار 

 تعارض منافع 

م   سندگان ی نو   له ی وس ن ی بد  نتا   کنند ی اعلام    ن ی ا   ج ی که 

 . تعارض ندارد   ی فرد   ا ی سازمان    چ ی با منافع ه   ق ی تحق 

   کد اخلاق

اخلاق    ق ی تحق   ن ی ا  کد  با 

IR.IAU.SHK.REC.1401.120   تحق معاونت  و    قات ی در 

  ده ی رس   ب ی واحد شهرکرد به تصو   ی دانشگاه آزاد اسلام   ی فناور 

 . است 

 یمال تی حما

حمرررررا   ق ی تحق  بدون  طرف    ی مال   ت ی حاضررررر  از 

مؤسرررسه   وس   ی سررررازمان   ا ی هرگونه  به  تنها    ی ها نه ی هز   له ی و 

 . صورت گرفته است گان  سند ی نو   ی شخصر 

 سندگانی مشارکت نو

زاده به عنوان استاد راهنما، انجام    ف ی شر   ی دکتر عل 

پژوهش و نوشتن    ی و اجرا   ی توسط خانم عال   شات ی آزما   ی برخ 

  . انجام شد   ان ی همت   ه ی مقاله توسط هان 
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