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 مطالعه تاثیر استوباکتر جداسازی شده از ترشیجات محلی در مسیر سیگنالینگ
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 کیدهچ
و مرگ برنامه ریزی برهم خوردن بالانس اکوسیستم میکروبی، باعث تغییرات بیولوژیکی در ارتباط با سرطان کولورکتال و تکثیر سلولی  مقدمه:

تاز و آپوپتوزدر های مرتبط با رشد، متاس های پروبیوتیک بر بیان ژن ین مطالعه تعیین تاثیر باکتریا ها و نیز پاسخ های ایمنی می گردد. هدف از نآشده 
 می باشد. HT29 های سرطانی کولون سلول

کشت داده شدند و پس از تهیه کاندیشن مدیا بر روی سلول های  باکتراستودر طول این مطالعه ابتدا باکتری های پروبیوتیک  مواد و روش ها:

از سلول های تیمار شده انجام شد و تست  DNAاج مورد بررسی قرار گرفت. استخر MTT assayتیمار شدند. با استفاده از روش  HT29سرطان 
DNA Ladder assay  صورت گرفت. پس از استخراجRNA  و تهیهcDNAبیان ژن ، (های مرتبط با رشدAKT1  وPTEN)  و نیز ژن

 مورد سنجش قرار گرفت.      Real-time PCR( به روش BAXمسیر آپوپتوز)

را مهار نموده و سبب  HT-29 های های استوباکتر تکثیر سلول نشان داد که باکتری MTTنتایج حاصل از آزمایش :ی پژوهشیافته ها

های ذکر شده تغییرات کیفی  با باکتری HT29 های حاصل از تیمار سلولDNA ladder assay شوند. نتایج  ها می در این سلول القاء آپوپتوز
 ،BAX)های های استوباکتر سبب افزایش بیان ژن نشان داد که باکتری Real-time PCR آپوپتوز سلولی را نشان داد. علاوه بر این نتایج

PTEN )های سرطانی کولون  سلول درHT29 .شد 

جهت  توان در را تحریک نموده و می HT29استوباکتر مسیر سیگنالینگ سلولی آپوپتوز در سلول های سرطانی کولون  گیری: بحث و نتیجه

 راپی برای تیمار سرطان کولون استفاده نمود.استراتژی جدید درمانی و یا اجوانت ت
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 مقدمه
دوی تغییرات  تجمع هر از سرطان کولورکتال

که  شود کی ناشی میـــاپی ژنتی اکتسابی ژنتیکی و
اپتلیوم غده ای نرمال رابه ادنوکارسینوم تهاجمی تبدیل 
 می کند. در سراسر جهان، بیش از یک میلیون نفر هر

تال بوده که میزان ـــسال مبتلا به سرطان کولورک
 دردرصد  33های خاص نزدیک به  مرگ و میر بیماری

ولون از ــــسرطان ک .(1)کشورهای توسعه یافته است
 شود  ها در سراسر دنیا محسوب می  طانترین سر مهم

سرطان کولورکتال سومین سرطان تشخیص داده شده 
 ازدرصد  57در بین مردان و زنان بوده که حدود 

بیماران فرم های پراکنده ای از این بیماری را داشته اند 
مانده از بیماران دارای سابقه فامیلی از  باقیدرصد  57

محیط  ن های مشترك وبیماری بوده که بیان کننده ژ
سرطان درصد  6 ازدرصد  -7چه  اگر می باشد
منجر به جهش های وراثتی در ژن های  کولورکتال

مانده فرم های خانوادگی از تداخل  بزرگ می شود باقی
های وراثتی و فاکتورها یا  عامل های محیطی  بین ژن

 و های زنده  ها میکروارگانیسم  پروبیوتیک (.5می باشد)
 حیوان یا انسان در مصرف صورت که در هستند مفیدی

 مفیدی اثرات بروز باعث میکروبی بدن، فلور بر اثر با و
ها   شوند. بیشتر پروبیوتیک  می میزبان سلامتی بر

 های اصلی  باکتری از بزرگی گروه به متعلق
 زندگی جا آن در و باشند  انسان می روده فلورمیکروبی

 این از بعضی .دـــــدارن رریـــض  همسفرگی بی
های   باکتری های انتخابی  ها سویه  میکروارگانیسم

و   Altonsy.هستند بیفیدوباکتریوم لاکتوباسیلوس و
وزیز در ــوپتــــهمکاران القاء مسیر میتوکندریایی آپ

های کارسینومای کولونی انسان با استفاده از  سلول
 Lactobacillus rhamnosusهای مثل   پروبیوتیک

،Bifdobacterium lactisاند اما   ، را گزارش داده
ها توانایی مشابه   هنوز روشن نیست که آیا پروبیوتیک

های کولون  در تحت تاثیر قرار دادن آپوپتوز در سلول
 Propionibacteriumنرمال انسانی را دارند

freudenreichii ای ــــــه  مرگ سلولی را در رده
انسانی، از طرق  های سرطانی معده و کولون سلول

تاه در محیط کشت ترشح اسیدهای چرب زنجیره کو
یکی از مکانیسم های عملکردی  .(3القاء می کند)

پروبیوتیک ها از جمله لاکتو باسیل ها خاصیت ضد 
نی از جمله سرطان کولون با اتکثیری سلول های سرط

( آپوپتوز مرگ برنامه ریزی شده 4القای آپوپتوز است)
قش کلیدی در تنظیم تعداد سلول ها سلولی است که ن

کاهش توانایی در  ،( در بسیاری از سرطان ها7دارد)
پیش بردن آپوپتوز باعث تغییر در فرآیند تکثیر سلولی و 

تنظیم در زنده مانی و مرگ  به هم خوردن آن می شود.
سلول ها به وسیله مولکول های عمل کننده در فرآیند 

در پیشگیری و درمان  سزاییه نقش ب آپوپتوز می تواند
هدف از این این  بر بنا .(6سرطان ها داشته باشد)

مطالعه تاثیر استوباکتر جداسازی شده از  پژوهش
 نالینگ سلولیــــسیر سیگــــترشیجات محلی در م

PTEN/AKT  در سلول های سرطانی کولونHT29  
 می باشد.

 مواد و روش ها

اخل سی سی د 11نمونه گیری آب ترشی به مقدار 
میکرولیتر روی  71فالکن های استریل تهیه شد.  مقدار 

 44آگار اسپری شده و در مدت  MRSمحیط کشت 
درجه انکوبه شدند. تعدادی تک  35ساعت در دمای 

سی سی محیط  11کلون از پلیت برداشته و در داخل 
مایع کشت داده شدند. پس از رشد از  MRS کشت

 57از گلیسرول  نمونه های جداسازی شده با استفاده
ه درصد استوك گیری شده و برای شناسایی مولکولی ب

 .(1 شماره )شکلگرفته شدندکار 
انجام واکنش زنجیره ای پلی مراز به منظور 

واکنش زنجیره ای پلی مراز برای  :شناسایی باکتری
شناسایی نمونه های جداسازی شده انجام شد. بعد از 

 تخراج گردیدها اس  DNAکه از کلیه نمونه ها این
PCR  بر رویDNA   ها به روشی که توضیح داده

رها توسط ـــخواهد شد انجام گردید. ابتدا توالی پرایم
و برای سفارش به شرکت  انجام شد oligo5نرم افزار 

توالی پرایمر تکاپوزیست برای سنتز ارسال انجام شد. 
ورت زیر ــــبه صمربوط به شناسایی باکتری استوباکتر 

 د: مستقیممی باش
5’-AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3’  

 معکوس
5’-TACCTTGTTAGGACTTCACC-3’ 

مطالعه حاضر در  :HT29روش کار با رده سلولی 
مرکز تحقیقات ریز فناوری دارویی علوم پزشکی تبریز، 
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از  HT29انجام شده است. رده سلولی  1336در سال 
کلکسیون  بانک سلولی پاستور تهیه و باکتری از مرکز

د. ــــرچ ها و باکتری های صنعتی ایران تهیه شقا
سی محیط   سی 31ها در داخل فلاسک حاوی  سلول

 11مریکا( غنی شده با آ ،Gipco)RPMI1640کشت 
رولیتر ـــــماک 111(، FBSدرصد سرم جنین گاوی)

و استرپتومایسین  μg/μL 1/1سیلین  بیوتیک)پنی  آنتی
μg/μL 1/1درجه  35مای ( در انکوباتور در شرایط د

درصد کشت داده شد.  7گراد و دی اکسیدکربن   سانتی
ها و  و با شمارش سلول ها پاساژ داده شده سپس سلول

 Seedind densityبا توجه به محاسبات مربوط به 
مورد نظر برای انجام آزمایشات، مقدار مورد نیاز از 
سوسپانسیون سلولی را توسط محیط کشت کامل به 

رسانید و و بعد از بررسی فلاسک مورد  حجم مورد نظر
  (.5)نظر توسط میکروسکوپ، در انکوباتور قرار گرفت

 MTT(Microculture Tetrazoliumت ــــتس

Test):  آزمایشMTT  سنجی که یک روش رنگ
های  شکسته شدن کریستال است که بر اساس احیا و

ایی، ــــول شیمیـــــترازولیوم با فرمــــزرد رنگ ت
3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)- 2, 5 -

diphenyltetrazolium bromide  به وسیله آنزیم
های آبی  سوکسینات دهیدروژناز و تشکیل کریستال

ها  شود. در این روش برخلاف سایر روش  انجام می
مراحل شستشو و هاروست کردن سلول که اغلب باعث 

حذف  شوند.  ها می  دادی از سلولـــاز دست رفتن تع
اند و تمام مراحل آزمایش از ابتدای کشت سلولی  شده

ومتر در یک میکروپلیت انجام ــــتا قرائت نتایج با فت
شوند لذا تکرارپذیری، دقت و حساسیت آزمایش   می

در  HT29هایی   ابتدا تعداد مناسبی از سلول بالا است
تا  15111شوند)  ها کشت داده می یک از چاهک هر

اعت ـــس 54در هر چاهک( بعد از سلول  11111
ها کنترل شده و مقدار مناسبی از باکتری  چاهک

شود به   ها افزوده می ترموفیلوس زنده به چاهک
شود   مختلف باکتری افزوده می ODنوع  4ها  چاهک

ساعت جهت  6، 5ها به مدت  و پلیت 7/1، 1، 7/1
در  ها  باکتری ODشوند.   ها انکوبه می  ثیر باکتریات

گیری شده است میزان  نانومتر اندازه 611طول موج 
سلول در هر  4×113برابر است با  OD1در  باکتری

برابر است با  OD2لیتر است. این میزان برای  میلی
برابر  OD1.5لیتر، برای  سلول در هر میلی 6/1×113

 OD.5لیتر و برای  سلول در هر میلی 5/1×113است با 
پس از هر لیتر.  لول در هر میلیس 4×114شود   می

ها دور ریخته   زمان انکوباسیون محیط داخل چاهک
 71میکرولیتر محیط تازه و  511شده و هر خانه با 
لیتر   گرم در میلی  میلی MTT (5میکرو لیتر محلول 

شود. سلول تیمار   ( جایگزین میPBSحل شده در 
دند. نشده با باکتری به عنوان کنترل به کار برده ش

 35ساعت دیگر در دمای  4ها به مدت   سپس پلیت
گراد و در تاریکی انکوبه شدند. پس از آن،   درجه سانتی

 57به همراه  DMSOمیکرولیتر  511با  MTTمحلول 
 M 1/1 ،Nacl Mمیکرولیتر بافر سورنسون)گلایسین 

( NaOH M 1بهینه شده با  pH 10.5دارای  1/1
دقیقه در  17ا به مدت ه  جایگزین گردید. سپس پلیت

( گردیدند. shakeگراد شیک)  درجه سانتی 35دمای 
متر نانو 751( در طول موج ODسرانجام تراکم نوری)

توسط دستگاه الایزا ریدر خوانده شد. زیست پذیری 

محاسبه  ×111ورت ــــسلولی نسبی به ص

 (.4گردید. کل آزمایش به صورت سه تکرار انجام شد)
 :(Dapi staining)یزی سلولی دپیــــآم رنگ
-DAPI (4', 6-diamidino-2  زیــــــــرنگ آمی

phenylindole)  روشی مناسب و سریع جهت
ک و به تبع آن تغییرات ـــتشخیص اجسام آپوپتوتی

برای بررسی مستقیم  رود. مورفولوژیک به شمار می
طبق پروتکل  ،HT29 اثرات استوباکتر بر سلول های

پس لز ها  لولــــسانجام گردید.  dapiمیزی رنگ آ
 Olympusبا میکروسکوپ فلورسانت رنگ آمیزی 

IX81 invert ه ـمجهز بOlympus DP70 camera 

(Olympus Corp., Tokyo, Japan)  مورد ارزیابی
 قرار گرفتند.

، RNAتخراج ـــــبه منظور اس :RNAاستخراج 
خلاصه، ابتدا  ها توسط ترایزول لیز شدند. به طور  سلول
ثیر بافر اهای تیمار شده با باکتری تحت ت  سلول

زات سلولی حاصله به داخل ــــترایزول لیز شدند. لی
منتقل شدند  DNase/RNase-freeهای   میکروتیوب

 511دقیقه در دمای محیط انکوبه شدند. سپس  7و 
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میکرولیتر کلروفرم به میکروتیوب اضافه شد و در دور 
15111 rpm  دقیقه سانتریفیوژ گردید. در  11مدت به

مرحله بعد مایع رویی دور ریخته شد و به آن 
ها به  اضافه شد. سپس تیوپ درصد 51ایزوپروپانول 

نگهداری شده، در  -51مدت یک شبانه روز در دمایی
قه و در ـــــدقی 11دت ـــها را به م روز بعد تیوپ

rpm 15111  رویی را دور سانترفیوژ کرده و سپس مایع
دور ریخته، رسوب را در دمای محیط خشک گردید. در 

میکرولیتر آب تیمار شده با  57انتها رسوب حاصل در 
DEPC  حل گردید. مقدارRNA  استخراج شده به

 NanoDropفاده از دستگاه ــــروش نوری و با است

(Wilmington, DE, USA) گیری و کیفیت   اندازه
RNA ز روی ژل مورد حاصله با روش الکتروفور

بعداً برای سنتز  RNAارزیابی قرار گرفت. نمونه 
cDNA  .مورد استفاده قرار گرفت 

به  های استخراج شده:  RNAالکتروفورز نمونه 
 7های استخراج شده،   RNAمنظور بررسی کیفیت 

نمونه به صورت راندوم بر روی ژل آگارز، الکتروفورز 

ساخته شد و  ددرص 5ن منظور ابتدا ژل ـــشدند. بدی
ها پس از بسته شدن ژل بر روی ژل لود شدند و   نمونه

 الکتروفورز شدند.  V 41ساعت در ولتاژ  1به مدت 
گیری میزان تغییرات   جهت اندازه :cDNAسنتز 

بایستی از نمونه  Real-time PCRبیان ژن به روش 
DNA بایست از روی  استفاده شود. بدین منظور می
 RNAسنتز شود.  cDNAج شده استخرا RNAنمونه 

تبدیل  cDNAبردار معکوس به  توسط آنزیم رونوشت
 M-MLV Reverseشود. برای این منظور از آنزیم  می

Transcriptas  ساخت شرکتThermo Fisher 
 استفاده شد

ط ـــفاده توســـمر مورد استـــــپرای :تهیه پرایمر
 ســـپـــد و ســـــطراحی ش oligo 5نرم افزار 

 NCBIتـــــــــــــایـــط وب ســـوســـت

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) BLAST  شدند
 1 مارهـــش ا در جدولــه  لاعات آنـــــکه اط

ط ـــها توس رـــت. تمام پرایمـــــود اســـوجـــم
 رکت تکاپوزیست سنتز شدند. ـــش

 
 مشخصات پرایمرهای مورد استفاده. 1شماره  جدول

 توالی پرایمر  یمرنام پرا

PTEN Forward 
Reverse 

5-GAT GCG TCC ACC AAG AAG -3’ 
5-AGT TGA AGT TGC CGT CAG-3’ 

AKT Forward 
Reverse 

5-CATCACACCACCTGACCAAT-3’ 
5-CTCAAATGCACCCGAGAAAT-3’ 

GAPDH Forward 
Revers 

F:5-CGGTGGATCCCCTTTATTG-3’ 
R:5-CTAACCAGGAATTCCGATG-3’ 

BAX Forward 
Revers 

F:5-TGCAGAGGATGATTGCTGAC-3’ 
R:5-GATCAGCTCGGGCACTTTAG-3’ 

 
 

Real-time RT- PCR:  دستگاهی که برای انجام
Real time ــــاز آن استف(اده شدCorbett 6000 )

( برای هر نمونه CTمحاسبه سیکل آستانه) .باشد  می
های   انجام شد. میزان بیان در هر نمونه برای ژن

PTEN, AKT, BAX  وGAPDH  با استفاده از
محاسبه شد. بیان ژن نسبت به بیان ژن  CTمقدارهای 
GAPDH  اندازه گرفته و در واقع نرمالیزه شد. مقادیر

های   نرمالیزه)واحد نسبی( توسط کالیبراتور داخلی)نمونه
سازی شدند. مقدار تغییر کنترل هر آزمایش( استاندارد

های   در نمونه BAX و,AKT   PTENیافته بیان ژن
تیمار شده نسبت به نمونه کنترل که به وسیله میزان 

نرمالیزه شده است، با استفاده از  GAPDHبیان ژن 
 2روش 

–ΔΔCT محاسبه شد 
دست آمده ه در مورد نتایج ب :آنالیز آماری داده ها

دست آمده ه های ب CTابتدا ها،  برای میزان بیان ژن
2برای هر ژن توسط فرمول 

-CT  .محاسبه گردید
دست آمده توسط نرم افزار ه سپس، میانگین نتایج ب

در هر گروه محاسبه شد و سپس توزیع  SPSSآماری 
 Shapiro Wilksنرمال بودن نتایج توسط آزمون 

بررسی گردید. نتایجی که توزیع نرمال داشتند، توسط 
در دو گروه مقایسه  Paired Sample t-Testآزمون  

ی که توزیع نرمال نداشتند، توسط آزمون شدند و نتایج
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 هم مقایسه شدند. با Mann Whitneyغیر پارامتری 
ها زمانی معنی دار در نظر گرفته شدند که  این آزمون

 بود.  17/1از  کمتر P مقدار

 ی پژوهشیافته ها
های استوباکتر بر روی رده سلولی  کشندگی باکتری

HT29: های  یبه منظور بررسی اثر کشندگی باکتر
، ابتدا تعداد HT29های  لولــــاستوباکتر بر روی س

های مورد نیاز جهت آزمایش بهینه سازی شدند،  سلول
عدد  در هر چاهک  11111های مذکور به تعداد  سلول
ها در  سپس این سلول خانه کشت داده شدند. 36پلیت 

ها یک روز بعد  سلول درجه انکوبه شدند. 35انکوباتور 

 5یعنی زمانی که  رسیدندهزار عدد  51مقدار به که 
های  های افزایشی باکتری با غلظت برابر گردیدند،

کشت داده شده و سپس تهیه محیط کشت کاندیشن  
برای هر غلظت  ساعت تیمار شدند. 15و  4به مدت 
خانه به عنوان  3تکرار در نظر گرفته شد و  3باکتری 

بعد  یدند.ن تیمار نگردــــیط کاندیشــــکنترل با مح
عد از ــــشده اما بــــچ اثری دیده نــــساعت هی 4

یط فیلتر شده ـــــها با مح ساعت تیمار سلول 15
تایج حاصل ـــت آمد. نــــدسه کاندیشن استوباکتر ب

 )نمودارهای زیر نشان داده شده اند در شکل MTTاز 
 .(1 شماره

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

تحت  HT29های  سلول ساعت انکوباسیون.11ن باکتری استوباکتر بر روی حیات سلولی پس از اثر محیط کشت کاندیش .1شماره  نمودار

های  با باکتری  HT29 های ساعت انکوبه شدن سلول 4 باکتری استوباکتر قرار گرفتند، شایان ذکر است طی مدت های مختلف تاثیر غلظت

 مشخصی حاصل نگردید. IC50استوباکتر میزان 

 
ذکر شده در فصل مواد و  چنین طبق روش هم

به منظور بررسی   روش ها پس از تیمار سلول ها
 انجام شد شکل dapiمیزی آاپوپتوز سلول ها رنگ 

سلول های رنگ شده و غیر رنگ شده توسط  1شماره 
میکروسکوپ نوری و فلورسنت تصویر برداری شده 

 است نشان داده است. 
 

 
ده است سلول های مورد تیمار در مقایسه با ـــطور که نشان داده ش . همانdapiر شده با رنگ های تیمال میزی سلوآرنگ  .1شماره  شکل

: هسته  سلول های سالم رنگ A سلول های بدون تیمار با محیط کاندیشن باکتری وارد اپوپتوز شده و هسته های ریزتر ی را تشکیل داده اند.

زیر میکروسکوپ فلورسنت که هسته های  DAPIل های اپوپتوز شده و رنگ شده با : هسته سلوa زیر میکروسکوپ فلورسنت. DAPIشده با 

 : سلول های اپوپتوز شده زیر میکروسکوپ نوری معمولی.b بدون زیر میکروسکوپ نوری معمولی سلول های سالمB  قطعه قطعه شده دارند.
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ظور ــــبه من :شده استخراج RNAارزیابی کیفی 
تحت  HT29های  ها، سلول ارزیابی تغییرات بیان ژن

که در آزمون  استوباکتر های باکتری IC50تاثیر غلظت 
MTT سپس  ت آمده بود قرار گرفتند.ـــدسه بRNA 

ها  ها به شیوه ای که در بخش مواد و روش این سلول

سپس غلظت  ردیدند.ــــشرح داده شد استخراج گ
RNA اه نانودراپ ـــــگـــــا دستا بــــنمونه ه

های  RNA تایج نشان دادــــکه ن ه گیری شدانداز
ت مطلوبی ــــردیده دارای کیفیـــــخراج گــــتسا

 .(5شماره  هستند)شکل
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 های استخراج شده، RNAجهت کنترل کیفیت  استخراج گردیده نمونه ها. total RNAتصویر ژل الکتروفورز  .1شماره  شکل

 دندنمونه ها بر روی ژل الکتروفورز ش 

 
 

 

  ،PTENنتایج تغییرات بیان ژن را در مورد ژن 
ACT  وbax  در  ترــــکه باکتری استوباکنشان داد

ازه ـــرطانی در بـــهای س با سلول جوار کشت هم

ث افزایش میزان بیان ـــاعت باعــــس 54انی ـــزم
 ،5 شماره )نمودارودـمی ش ACTو   PTENژن های

3 ،4). 
 
 

 
 IC50های  با غلظت HT29های  های استوباکتر سلول تحت تاثیر باکتری HT29های  در سلول  PTEN. میزان بیان ژن 1 شماره نمودار

 به روش HT29ساعت تیمار شدند و میزان تغییرات بیان ژن  14 و 11 و 6 مدته ی بــورت تکـــــصه های استوباکتر. ب باکتری

 Real time PCR  آزمایشات سه بار تکرار شد و  مورد سنجش قرار گرفت. تمامیP<0.05 (معنی دار§ )شد گرفته نظر در  . 
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§ 

 
 IC50های  با غلظت HT29های  های استوباکتر. سلول تحت تاثیر باکتری HT29های  در سلول AKTمیزان بیان  .3شماره  مودارـــن

 به روش HT29ان ژن ـــییرات بیــزان تغــساعت تیمار شدند و می 14 و 11 و 6مدت ه صورت تکی به های استوباکتر. ب باکتری

 Real time PCR مورد سنجش قرار گرفت. تمامی آزمایشات سه بار تکرار شد و P<0.05 (معنی دار§ )شد گرفته نظر در  . 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 IC50های  ظتـــــغلبا  HT29های  های استوباکتر. سلول تحت تاثیر باکتری HT29های  در سلول baxمیزان بیان . 4شماره نمودار 

 Real time PCRبه روش  HT29ساعت تیمار شدند و میزان تغییرات بیان ژن   14 و 11 و 6مدت ه صورت تکی به های استوباکتر. ب باکتری

 .  شد گرفته نظر در( §معنی دار) P<0.05 مورد سنجش قرار گرفت. تمامی آزمایشات سه بار تکرار شد

 

 

 

 و نتیجه گیری بحث
بروز سرطان کلورکتال در سه دهه گذشته  افزایش
را به عنوان معضل عمده سلامت عمومی  در ایران آن
داد زیادی از مطالعات ـــیک تع ت.ـــشناسانده اس

اپیدمیولوژی برای بررسی فرضیه های خاص در مورد 
ویژه برای رژیم ه فاکتورهای خطر سرطان کلورکتال ب

 وشت بالا،غذایی مثل رژیم غذایی غربی)انرژی و گ
سبزی، میوه و فیبر دریافتی کم( که ممکن است در 
برهمکنش محیط و ژن نقش داشته باشند صورت 

های  درصد سرطان 41تا  51حدود  پذیرفته است.
کلورکتال اسپورادیک هستند و اعتقاد بر این است که 

فاکتورهایی  شیوه زندگی، تحت تاثیر رژیم غذایی،
کسب شده شکل های سوماتیک  هشـــمحیطی و ج

ها،  یکـــترین گروه پروبیوت معروف (.3گیرند) می

مطالعات نشان  تند.ـــهای اسید لاکتیک هس باکتری
های لاکتیک اسید شروع و پیشرفت  داده اند باکتری

کارسینوژنز در کولون را از طریق مسیرهای مختلف 
های مولکولی و سلولی  مکانیسم نمایند. مهار می

اسید در جلوگیری از سرطان  های لاکتیک باکتری
آپوپتوز یک فرمی  کلورکتال شامل موارد ذیل هستند.

مرگ سلولی برنامه ریزی شده از نظر ژنتیکی است و 
 کند. ها بازی می نقش کلیدی را در تنظیم تعداد سلول

واع ـــیک رویداد پاتوژنتیک مهم در بسیاری از ان
وپتوز ها کاهش توانایی در به راه انداختن آپ سرطان

 یندهای کنترلی تکثیر سلولی است.آهمراه با تغییر در فر
وسیله ه تنظیم بقا و مرگ سلولی در سطح مولکولی ب

یند آپوپتوز یک پیشگیری دارویی و پتانسیل درمانی آفر
چندین مطالعه نشان داده اند  رود. شمار میه عظیمی ب
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های اسید لاکتیک در تنظیم آپوپتوز سلولی  که باکتری
طور بالقوه ه ریق مسیرهای داخلی و بیرونی که باز ط

های حیاتی در جلوگیری سرطان کلورکتال  مکانیسم
(. شواهد بسیار زیادی 11نمایند) هستند نقش ایفا می

ای پروبیوتیک ـــه که باکتری وجود دارد مبنی بر این
طور ه توانند در تنظیم تکثیر سلولی و آپوپتوز که ب می

بسیار مهم در جلوگیری از سرطان هایی  بالقوه مکانیسم
شمار می آیند نقشی داشته باشند. مطالعه ه کلورکتال ب

و همکاران گزارش شده  Darmoul دیگری توسط
ها با استفاده از کشت رده سلولی سرطانی  نآاست. 

، اثر شیرهای تخمیری را بر روی HT29کولون انسانی 
 های سرطانی کولون بررسی کردند رشد و تکثیر سلول

های باکتریایی  شیرها توسط یکی از گروه و
Lactobacillus helveticus ،Bifidobacterium ،

L. acidophilus های  ریـــیا مخلوطی از باکت
Streptococcus thermophiles  وLactobacillus 

bulgaricus های  تخمیر شدند. سپس سلولHT-29 
ه اضافه شدند، مشخص شد تنها به شیرهای تخمیر شد

L. acidophilus گونه اثری را بر روی رشد و  هیچ
نوع باکتری  3تمایز سلول سرطانی ندارد در حالی که 

های  یزان رشد سلولــــطور چشمگیری مه دیگر ب
HT-29 طوری که منتج به کاهش ه راکاهش دادند ب

های سرطانی در  درصدی در تعداد سلول 71تا  11
نوع  3ابت گردید و این کاهش در مورد این شرایط ث

و همکاران دریافتند که layer  (.11باکتری متفاوت بود)
Lactobacillus reuteri  فعالیتNF-κB  القاء شده

را در یک دوز و وضعیت وابسته به زمان  TNFتوسط 
و همکاران آشکار نمودند که singh  (.15کند) مهار می

شده با انجماد  های خشک یک تجویز روزانه کشت
ها منتج به مهار  در موش B. longumسخت باکتری 

ها  ولون و کثرت آنــورهای کــــچشمگیر بروز توم
چنین اندازه تومور را هم کاهش  مـــشود و آن ه می
(. چن و همکاران اثرات تجویز دهانی 13دهد) می

را روی   .Lactobacillus acidophilusهای  باکتری
ها تجزیه و تحلیل  کتال موشکولور سرطان های

 ت که ـــت بر آن داشــــــایج دلالــــــنمودند. نت

L. acidophilus  شدت کارسینوژنز کلورکتال را
کاهش دادند و از طرفی مرگ برنامه ریزی شده سلولی 

(. 14های تیمار شده افزایش دادند) را در موش
Wagner  های  ایراد نمودند که باکتریو همکاران

Lactobacillus reuteri (L. reuteri)  ممکن است
سرطان کلورکتال را از طریق کاهش بیان محصولات 

 (kappaB)NF-κBژنی وابسته به فاکتور هسته ای 
این محصولات ژنی در واقع تکثیر  پیشگیری نمایند.

(Cox-2, cyclin D1( و بقاء )Bcl-2, Bcl-xL )
بر این لاوه ع  Diehl.(17نمایند) سلولی را تنظیم می

L. reuteri  ها فعالیتNF-κB  القاء شده توسط
از جمله بیان ژن  (TNF)فاکتورهای نکروز توموری

را یک روال وابسته به   NF-κBگزارشگر وابسته به
د تا بدین صورت رشد ـــنماین زمان و دوز مهار می

 و همکاران Liu  (.16های سرطانی را کند نمایند) سلول
در ها  پروبیوتیکتاثیر بالینی  های آزمونمطالعه ای  در

کاهش عوارض عفونی پس از جراحی را در بیماران 
 طور مشابهی،ه ب کلورکتال نشان داده اند. سرطان

پیامدهای عملی و کیفیت در ارتباط با سلامتی طول 
طور چشمگیری در بیمارانی که تحت جراحی ه عمر ب

 یمار باـــــتال در پی تـــــــرطان کلورکــبرشی س
L. acidophilus  وBacillus natto  قرار گرفته بودند

اگر چه هیچ مطالعه بالینی وجو ندارد  (.15بهبود یافت)
استوباکتر کاهش در عود سرطان  های که باکتری

ه کلورکتال را نشان داده باشند، برخی لاکتوباسیل ها ب
ها مثل  طور چشمگیری کاهش در عود دیگر سرطان

را نشان داده است.  superficial bladderسرطان 
مطالعه حاضر نشان داد که استوباکتر جداسازی شده از 

عنوان یک غذای تخمیری به ه ترشیجات محلی که ب
حساب می آید می تواند سرطان کلورکتال را با تاثیر بر 
سیگنالینگ سلولی تحت تاثیر قرار دهد. میزان بیان ژن 

PTEN های در سلول HT29 های  تحت تاثیر باکتری
محیط کاندیشن  IC50 های استوباکتر با غلظت

ساعت  54 و 15 و 6مدت ه های استوباکتر ب باکتری
طور که نتایج نشان داد باکتری  تیمار شدند. همان

را که یک  PTENاستوباکتر توانسته بود میزان ژن 
می باشد افزایش دهد. اما به  سرطان آنتیپروتئین 

ای مختلف باعت موازات آن این باکتری در غلظت ه
هم شده بود که یک پروتئین است  AKTافزایش ژن 

  PTENکه باعث رشد سلول های سرطانی و بر عکس 
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باعت دفسفریله شدن  PTEN عمل می کند. پروتئین
AKT  زمایش آمی گردد به همین دلیل با توجه به عدم

وان تاثیر ضد ــــنمی ت AKT میزان دفسفریلاسیون
از طریق مسیر سیگنالینگ یاد سرطانی این باکتری را 

 BAXشده تعیین نمود به همین دلیل ژن پروآپوپتوز 
مورد ارزیابی قرار گرفت و نشان داد تحقیق  نیز در این 

این باکتری توانایی کنترل و مرگ سلول های سرطان  
کولون را دارا می باشد. این نتایج با نتایج قبلی مبنی بر 

ی های پروبیوتیک را تاثیر ضد سرطانی برخی از باکتر
 تایید می کند. این نتیجه با  مطالعه ای که توسط

Darmoul   و همکاران تاثیر شیرهای تخمیری را بر
گزارش  ،HT29رده سلولی سرطانی کولون انسانی 

ها مکانیسم  نآچه  خوانی دارد اگر هم (15)کرده اند
 آپوپتوز سلول های سرطانی را دکر ننموده اند. هم

ه حاضر با مطالعه دیگری که زنونی و چنین مطالع
خوانی  گزارش نموده اند هم 5115همکاران در سال 

ها به جای باکتری استوباکتر که در این  نآکامل دارد 
 Leuconostocتری ـــــمطالعه شده است باکتحقیق 

mesenteroides از بین بردن سلول های  را برای
ها سیگنالینگ  استفاده نمودند. آنHT29  سرطانی
PTEN عنوان مکانیسم آپوپتوز سلول های ه را ب

 هم (.14سرطانی توسط این باکتری گزارش نمودند)
 چنین مطالعه دیگری که مطالعه حاضر را تایید می کند

انجام شده  5115توسط آسوده فر و همکاران در سال 
عنوان باکتری ه ا لاکتوباسیل پلانتاروم را به نآاست. 

استفاده  HT29پروبیوتیک بر روی سلول های سرطانی 
عنوان مسیر آپوپتوز ه را ب PTENمسیر  نمودند و 

(. نتایج حاصل 13سلول های سرطانی معرفی نمودند)
ازن مطالعه نشان داد که که باکتری استوباکتر می تواند 

های سرطانی را  سلول PTENبا تحریک بیان ژن 
 baxچنین این باکتری با فعال کردن ژن  مهار کند. هم

را وادار به مرگ  HT29توانست سلول های سرطانی 
فاده از این باکتری ـــاین است بر برنامه ریزی نماید. بنا

عنوان مکمل دارویی برای بیماران سرطانی ه می تواند ب
ری ها نه مورد استفاده قرار گیرد. استفاده از این باکت

ث جلوگیری از سرطان روده بلکه در درمان ـــتنها باع
 ها می تواند نقش مهمی داشته باشد. نآ

 سپاسگزاری
معاونت آموزشی و پژوهشی دانشگاه  وسیله از بدین 

شود.  آزاد اسلامی واحد بناب صمیمانه سپاسگزاری می
ول اجرای این ــــانی که در طــــتمامی کس و

- اری کردند تقدیر و تشکر میــــپژوهش مرا را ی
یم. شایان ذکر است که این مقاله حاصل پایان نامه نما

گ با کد ـــــریا آذرنــــم پـــکارشناسی ارشد خان
، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بناب 14431713375111

 می باشد.
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Abstract 
Introduction: The imbalance of the 

microbial ecosystem causes biological 

changes associated with colorectal cancer 

and cell proliferation and their planned 

death, as well as the immune responses. 

The aim of this study was to determine the 

effect of probiotic bacteria on the 

expression of genes associated with growth, 

metastasis and apoptosis in cancer cells of 

the HT29 colon. 

 

Materials & Methods: During this study, 

probiotic Acetobacter were cultured and 

treated with HT29 cancer cells after 

preparation of media. The MTTassay 

method was investigated. DNA extraction 

from the treated cells was performed and 

the DNA Ladder assay test was performed. 

After extraction of RNA and preparation of 

cDNA, the expression of genes related to 

growth (AKT1 and PTEN) and apoptosis 

pathway gene (BAX) was measured by 

Real-timePCR. 

 

Findings: The results of the MTT assay 

showed that the Acetobacter bacteria 

inhibited the proliferation of HT-29 cells 

and induced apoptosis in these cells. The 

DNA ladder assay results from treatment of 

HT29 cells with these bacteria showed 

qualitative changes in cell apoptosis. In 

addition, the results of Real-time PCR 

indicated that the bacterial strains increased 

the expression of BAX (PTEN) genes in the 

cancer cells of the HT29 colon. 

 

Discussion & Conclusions: Acetobacter 

stimulates cellular apoptosis signaling 

pathway in cancer cells of the HT29 colon 

and it can be used as an adjuvant therapy in 

colon cancer treatment or in new treatment 

strategies. 

 

Keywords: Colorectal cancer, Acetobacter, 

HT29
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