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  ييلاكتوباسـيلوس كـاز   هـاي    تريكدسـت آمـده از بـا       منظـور تـاثير ديـواره سـلولي بـه          مطالعه حاضر به  : زمينه و هدف  
  بـر مـرگ سـلولي رده سـرطاني        ) جـدا شـده از روده مـاهي كپـور         (عنـوان پروبيوتيـك      بـه ي  يلاكتوباسيلوس پاراكاز و  

K562   هـاي سـرطاني بـر نتـايج حاصـل از تـست               م سـلول  كش تـرا  در شرايط آزمايشگاهي انجـام شـد و نق ـ        كهMTT  
]3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)2,5- Diphenyl tetrazolium Bromide[نيز بررسي گرديد .  

 شرايط  درMan Rogosa Sharpe Agar (MRS)اصي ها در محيط كشت اختص براي اين منظور ابتدا باكتري: روش بررسي
كمك دستگاه سونيكاتور شكـسته شـده و     بهPhosphate Buffer Saline (PBS)ت و پس از شستشو با بافر هوازي كش بي

 4000 و   2000،  1000،  500هـاي    سـپس غلظـت   . ردن ديواره سلولي از ساير تركيبات سـانتريفيوژ شـدند         كجهت جدا   
 Roswell Park Memorial Instituteكـشت  طور جداگانه در محيط  ها به ليتر از ديواره سلولي باكتري ميكروگرم در ميلي

(RPMI)ها عليه رده سرطاني  كشي آن  تهيه و خواص سلولK56272 و 48، 24، 12هاي   در شرايط آزمايشگاهي در زمان 
  . سنجيده شدMTTهاي سرطاني با روش   از سلول20000 و 10000 و 5000هاي  ساعت و تراكم

 مـرگ در   يباعـث القـا   ) =0246/0P(داري   طور معنـي   ها به   لاكتوباسيلوس لي اين ه ديواره سلو  كنتايج نشان داد     :ها  يافته
چنين مشخص شد تغييـر   هم. شود ها افزوده مي  كشي آن  شوند و با افزايش غلظت بر ميزان سلول        هاي سرطاني مي   سلول

 نـدارد   MTT تـست    ه در معرض ديواره سلولي قرار گرفتند هيچ تاثيري بر نتايج حاصـل از             كهاي سرطاني    تعداد سلول 
)098/0P=.(  

ها وابـسته بـه    كشي ديواره سلولي پروبيوتيك توان نتيجه گرفت تاثير سلول    دست آمده مي   هبر اساس نتايج ب   : گيري  نتيجه
  .شود گونه باكتري بوده و با افزايش غلظت ديواره سلولي بر ميزان آن افزوده مي

  .MTT ت، پروبيوتيك، خواص ضد سرطاني، تسK562: ليديك لماتك

 
  

 نوع سـرطان بـدخيم مغـز اسـتخوان و           ك ي (Leukemia) لوسمي
هـاي غيـر طبيعـي       نترل سلول كه منجر به تجمع غير قابل       كخون بوده   

ها شده و در بسياري از موارد منجر به مـرگ            رد آن كخون و مهار عمل   
ن در مـردان    لوسمي پنجمين علت شايع مرگ ناشي از سرطا       . گردد مي

  لوسمي، . باشد و ششمين علت شايع مرگ ناشي از سرطان در زنان مي

  
 سـال  20هر سرطان ديگـر باعـث مـرگ و ميـر افـراد زيـر                تر از    بيش
 ,Chronic Myeloid Leukemia)يـد مـزمن   ي لوسـمي ميلو 1.گـردد  مـي 

CML)      جايي دو طرفه بين ژن      هدليل جاب  ه به ك نوعي سرطان خون است
ABLــر روي ك ــوزوم  ب ــوزوم BCR و ژن 9روم ــر روي كروم  در 22 ب
 BCR-ABL انكـوژن . شود هاي بنيادي خوني چند توان ايجاد مي       سلول

ه ك ـنـد   ك  د مـي  ك را   p210BCR-ABLين  يجايي پروت  هحاصل از اين جاب   
رويه و اختلال در  ثير بيك سبب تكيناز تيروزين فعاليت پيوسته و مداوم   

 مقدمه

 

  699 تا 691هاي  ، صفحه11 شماره،70دوره،1391بهمني، دانشگاه علوم پزشكي تهران،كده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    16/08/1391:     تاريخ پذيرش14/05/1391: تاريخ دريافت مقاله                  چكيده
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               و همكارانمليحه ريكي                    692

  699 تا 691، 11، شماره 70، دوره 1391 بهمنمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

 2.شود يد مي يساز ميلو  هاي پيش  ولسل) آپوپتوز(ريزي شده    مرگ برنامه 
هاي سرطاني خون بـا منـشا ميلوييـدي           سلول و جز K562رده سرطاني   

 ساله مبتلا به سرطان خـون       53است كه براي اولين بار از يك پير زن          
  3.مزمن جدا شد
ه اثرات مفيـدي بـر   كروبي  كهاي مي  ها عبارتند از سلول    پروبيوتيك

مفيـد   يها ميكروارگانيسماده از اين    امروزه استف . سلامتي ميزبان دارند  
 4.باشـــد موضــوع مطالعــه در انـــسان و حيوانــات پرورشـــي مــي    

هـايي   تـرين ميكروارگانيـسم    ها بيش  بيفيدوباكتريومها و    لاكتوباسيلوس
اثرات مفيد  . گيرند عنوان پروبيوتيك مورد استفاده قرار مي      هستند كه به  

لعـات متعـددي مـورد      در مطا ها   ميكروارگانيسمهاي مختلف اين     گونه
اي بـه گونـه ديگـر        هـا از گونـه     اشاره قرار گرفته است، اما خواص آن      

هـاي گونـاگون محققـين ايـن خـواص را            متفاوت بوده و در بررسـي     
هـا    در واقع پروبيوتيـك    5.اند اختصاص به گونه و سويه باكتري دانسته      

ي زنده هـستند كـه در صـورت مـصرف           ها اي از ميكروارگانيسم   دسته
زان مشخص، اثرات مفيدي را بـر سـلامت مـصرف كننـده ايجـاد            مي به
ها داراي اثـرات تحريكـي و تقـويتي بـر             اين ميكروارگانيسم  6.كنند مي

  .باشند سيستم ايمني مي
هاي مبتلا بـه نقـص سيـستم       اي كه در موش    براي مثال، در مطالعه   

عنوان يك عامـل مـوثر در    ها به  نقش پروبيوتيك،ايمني صورت گرفت  
هـا در حقيقـت       پروبيوتيـك  7.هاي ايمنـي نـشان داده شـد         پاسخ بهبود

هاي مختلفي   هاي مفيد دستگاه گوارش هستند كه داراي قابليت        باكتري
ها ايجاد تعـادل در دسـتگاه گـوارش و سيـستم             ترين آن  بوده و از مهم   
هاي ايمني ذاتي    چنين اين عوامل قادرند پاسخ      هم 8.باشد ايمني بدن مي  
   9و10.ها را تحريك نمايند ها از لنفوسيت كينيتواشامل ترشح س

دهنـد كـه     دست آمده از مطالعات نـشان مـي        هاي به  چنين يافته  هم
هـاي كـشته     ها شامل سلول كامل، سـلول      لاكتوباسيلوساجزاي سلولي   

ــصاره     ــدوگليكان و ع ــلولي، پپتي ــواره س ــرارت، دي ــط ح ــده توس ش
ور شـدن بـا     هنگـام مجـا    سيتوپلاسمي داراي عملكردهاي متفاوتي بـه     

انگيزتــرين  تــرين و بحــث  از جالــب11.هــاي ســرطاني هــستند ســلول
هاي پروبيوتيك اسـيد لاكتيـك نـسبت داده          ه به باكتري  كهايي   ويژگي

 بـسياري از    12.باشـد  هـا مـي    هاي ضـد سـرطاني آن      شده است، فعاليت  
نوني براي مهار رشد ايـن رده سـرطاني تـا حـدود قابـل               كهاي   درمان

شـواهد نـشان    . ند اما داراي اثرات جـانبي هـستند       باش توجهي موثر مي  
وتاه در برابر   كتريايي و پپتيدهاي    كهاي با  ينيه برخي از پروت   كدهند   مي

 مــوثر In-vitro و In-vivoهــاي تومــوري مختلــف در شــرايط  ســلول
   13.باشند مي

ي ك ـي (HT-29هـاي   دهند، تيمار سلول  ها نشان مي   چنين بررسي  هم
 جدا شده از    يدهايساكار يپلبا  ) ولونكرطاني  هاي س  هاي سلول  از رده 

اين پلـي   . شوند ها مي  ، باعث مهار سلول   606 لاكتوباسيلوس اسيدوفيل 
 آپوپتـوز عمـل مهـار رشـد         يها از طريق القا    ثر سلول كساكاريدها در ا  

 ترشـح عـواملي   ي باعـث القـا  L. reuteri 14.دهنـد  سلولي را انجام مي
 15.گـردد  اي لوسمي ميلوييدي مـي ه ه سبب آپوپتوز در سلول   كشود   مي
ه ديـواره   ك ـدهند   دست آمده از مطالعات مختلف نشان مي       هاي به  يافته

 بيفيـــدوباكتريوم اينفـــانتيس  تريكســـلولي خـــالص شـــده بـــا   
(Bifidobacterium infantis)16.باشـد   مسئول فعاليت ضد سرطاني مي 

 مـشخص شـد كـه       ،Kabiriبر اساس مطالعـات انجـام گرفتـه توسـط           
 جدا شـده    ييپاراكاز  و ييلاكتوباسيلوس كاز هاي سيتوپلاسمي    عصاره

اي دريافـت   از روده ماهي كپور در مقايسه با گروه شـاهد كـه عـصاره            
   17.نكرده بودند داراي فعاليت سلول كشي هستند

ها نه   هاي اين محققين نشان داد كه ديواره سلولي اين باكتري          يافته
ها را   ردند، بلكه رشد آن سلول    كهاي سرطاني را مهار ن     تنها رشد سلول  

. نسبت به گروه شاهد كه هيچ غلظتي دريافت نكرده بود افزايش دادند           
ــدوگليكان    ــواره ســلولي و پپتي ــه دي ــا طبــق مطالعــات انجــام گرفت ام

 ديـواره سـلولي     17. داراي خاصيت ضد سرطاني است     ها لاكتوباسيلوس
هـاي   عاليـت  منجر بـه مهـار ف  Bifidobacterium infantisجدا شده از 

چنـين    هم18.گردد  ميIn vitroهاي صفاقي موش در  توموري در سلول
هاي جدا شده از ديـواره       ينيمطالعات آزمايشگاهي در مورد گليكوپروت    

، فعاليت ضد توموري    (L.bulgaricus)  بولگاري لاكتوباسيلوس سلولي
   19.ها را مشخص نمود آن

دست آمـده   ه سلولي بهاي ديواره هدف از اين تحقيق، مطالعه تاثير  
جدا شـده   ييپاراكاز و ييلاكتوباسيلوس كازهاي پروبيوتيك   از باكتري 
، جهت القا مرگ سلولي بـا       K562هاي سرطاني    سلول پور بر كاز ماهي   

ه در  ك ـچنـين از آنجـايي       هم.  در شرايط آزمايشگاهي بود    MTTروش  
 از MTTتحقيقات مختلف براي سنجش ميزان مرگ سـلولي بـه روش        

 سـلول در هـر خانـه        10000 تا   1000هاي متفاوت سلولي مانند      مكترا
هاي مختلـف    مك لذا تاثير ترا   20،شود اي استفاده مي    خانه 96ميكروپليت  

هاي مختلف ديواره سلولي مجـاور       ه با غلظت  كهاي سرطاني    از سلول 
  . بررسي گرديدMTTشدند را بر نتايج حاصل از تست 
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 1390مـاه     از مهر  (In-vitro)صورت آزمايشگاهي    مطالعه حاضر به  
ده آرتميا و آبزيـان دانـشگاه اروميـه         ك و در پژوهش   1391تا مرداد ماه    

  :طي مراحل زير انجام گرفت
 ـ  K562هاي   سلول: شت سلول ك  سـلولي انـستيتو پاسـتور       ك از بان

(C122) شتكليتر محيط   ميلي10 تهيه و در Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI 1640)) Gibco, England( درصــد 10، در حــضور 
Fetal Bovine Serum (FBS)) Gibco, England ( هـاي   بيوتيـك  و آنتـي

Streptomycin) 100 ليتر روگرم بر ميلي  ك مي (  وPenicillin) 100 واحد 
    رطوبـت در دمـاي     %95 و   CO2 گـاز    %5در انكوباتور بـا     ) ليتر بر ميلي 

C 37 ها پس از رشد     سلول. شت داده شدند  ك ساعت   48-72مدت    به
 جدا، شمارش و براي     ك، از فلاس  )ك درصد سطح فلاس   80تا حدود   (

  .آزمايش مورد استفاده قرار گرفتند
 ييلاكتوباسيلوس كـاز  :ها ها و تهيه ديواره سلولي آن  كشت باكتري 

وده  از ر  Azizpourه توسط   كسي  ر مورد استفاده در اين بر     ييپاراكازو  
ــاهي  ــدند، از  كم ــدا ش ــولي ج ــور معم ــلكپ ــسم كسيون ميك روارگاني

روبيولوژي پژوهشكده آرتميا و آبزيان دانـشگاه اروميـه         كآزمايشگاه مي 
 محـيط   ml10صورت جداگانه در     ها به  تريك هركدام از با   21.تهيه شدند 
  بــهdeMan-Rogosa-Sharpe (MRS)، (Merck, Germany)آبگوشــت 

شت داده  ك ـ C 30 هوازي و دماي   يط بي  ساعت در شرا   24-48مدت  
 و rpm3500 دقيقـه بـا دور   15مـدت   ها به تريكپس از رشد، با . شدند

 سانتريفيوژ شدند و رسوب حاصـل دو مرتبـه بـا بـافر              C 4 در دماي 
دسـت   هرسوب ب .  شستشو داده شد   9/6  برابر pH مولار و    1/0 فسفات
سـپس  . اري شـد  د  نگه -C 80  شبانه روز در سرماي    كمدت ي  آمده به 

 ml1ها از حالـت انجمـاد خـارج و      باكتريLebendiker،22طبق روش   
ننده بـه شـرح     ك  طرز تهيه بافر ليز   . ها اضافه شد   تريكننده به با  ك  بافر ليز 

  :زير است
 KCl  ،10مـول     ميلي NaCl  ،7/2مول    ميلي 140ابتدا محلولي شامل    

 برابـر بـا   pH بـا  KH2PO4 ،(PBS)مـول     ميلي Na2HPO4  ،8/1مول   ميلي
 تهيه شده و توسط اتوكلاو استريل گرديد و تـا زمـان اسـتفاده در          3/7

 درصـد   10صـورت روزانـه      جهت تهيه بافر بـه    . داري شد   يخچال نگه 
-2 مركـاپتو اتانـل و       -2مول    ميلي 10 ليزوزيم،   mmol2/0،  نيريسيگل
در مرحلـه بعـد   .  به محلول فوق اضافه شدX-100 درصد تريتون   1/0

نـار يـخ، توسـط دسـتگاه سـونيكاتور          كها در    تريكدن با ركعمل خرد   
)Tomy, Japan ( دقيقـه انجـام گرفـت   دومـدت    درصد به60با دامنه  .
منظور جلوگيري از بالا رفتن دمـاي محلـول و پـروب سـونيكاتور،               به

مـدت   ها بـه   در انتها نمونه  . مدت چهار دقيقه خاموش گرديد     دستگاه به 
.  ســانتريفيوژ گرديدنــدrpm15000  بــا دورC 4  دقيقــه در دمــاي30

جـدا شـده و رسـوب       ) عنوان عـصاره سيتوپلاسـمي     به(محلول رويي   
مـدت   هـا بـه   سپس ديـواره . عنوان ديواره سلولي جدا شد حاصل نيز به  

 ـ  ,Freeze drier, Christ)وز داخـل دسـتگاه فريـز درايـر      شـبانه ر كي

Germany)      هـاي  بـراي تهيـه غلظـت     .  شـوند  كقرار داده شد تا خـش 
ردن ك ـديواره مقادير مورد نياز وزن شده و جهـت اسـتريل          مختلف از   

  . اتوكلاو شدندC 121  دقيقه در دماي15مدت  به
در ايـن تحقيـق عمـل       : هاي مختلف از ديواره سلولي     تهيه غلظت 

 هـاي   انجـام گرفـت و رقـت       RPMI شتك ـسازي توسط محـيط      رقيق
ز ديواره سلولي   ليتر ا  روگرم در ميلي  ك مي 8000 و   4000،  2000،  1000

  .در شرايط استريل تهيه شد
هـاي   براي سنجش خاصـيت ضـد تومـوري ديـواره         : MTTتست  

هـاي تترازوليـوم     كنم.  استفاده شد  MTTسنجي   سلولي از روش رنگ   
. ار بـرد  ك ـ  ههاي زنده ب   توان براي ارزيابي ميزان سلول      را مي  MTTمانند  

آنـزيم  هـاي زنـده توسـط        هـا فقـط در ميتوكنـدري سـلول         اين رنـگ  
ــه ــنفش رنــگ  سوكــسينات دهيــدروژناز ب ــامحلول ب صــورت ذرات ن

  .شوند فورمازان شكسته مي
هـاي سـلولي ابتـدا       جهت سنجش خاصيت ضد تومـوري ديـواره       

 بـا   µl100 سانتريفيوژ و شمارش شده سـپس مقـدار          K562هاي   سلول
 FBS درصد   15ه حاوي   ك RPMIشت  ك سلول در محيط     20000م  كترا

. اي ته صاف اضافه شد      خانه 96روپليت  ك مي ك ي  از كبود، به هر چاه   
هـاي   هـاي مختلـف ديـواره      شت حـاوي رقـت    ك محيط   µl100سپس  

  .ها اضافه شد كسلولي به همه چاه
هاي سلولي به نـصف      هاي تاثير داده شده ديواره     در نهايت غلظت  

ــه   ــزان اولي ــت ) 4000 و 2000، 1000، 500(مي ــل ياف ــر . تقلي در ه
نتـرل منفـي در نظـر     كعنوان   سه چاهك نيز به   اي،     خانه 96ميكروپليت  

شت ك ـ محـيط    lµ90همراه    سلول به  µl100گرفته شد و به هر چاهك       
RPMI   و lµ10      در مرحلـه بعـد     .  بافر فسفات سالين استريل افزوده شد

ــت ــرا  ميكروپلي ــا ت ــا ب ــلولي كه ــلولي  20000م س ــواره س  حــاوي دي
، 24،  12مدت    به  تاثير داده شده   كازييپارا و   كازييهاي   لاكتوباسيلوس

  بررسيروش
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               و همكارانمليحه ريكي                    694

  699 تا 691، 11، شماره 70، دوره 1391 بهمنمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

 CO2 گـاز    %5 انكوبـاتور در حـضور       C 37  ساعت در دمـاي    72 و 48
 را  MTT از پـودر     mg5پس از پايان زمان انكوباسيون      . قرار داده شدند  

 MTT از محلـول  lµ20رده و بـه هـر چاهـك    ك حل  PBS بافر   ml1در  
مـدت چهـار سـاعت داخـل         هـا بـه    سـپس ميكروپليـت   . اضافه گرديد 

ه طـي ايـن مـدت آنـزيم سوكـسينات      ك ـداده شـدند  انكوبـاتور قـرار   
موجـود   برم ، عنصرهاي زنده دروژناز موجود در ميتوكندري سلول    دهي
هـاي   صورت ذرات كريـستال    رده و آن را به    ك را احيا    MTTمحلول  در  

ه ايـن ذرات نـامحلول      ك ـاز آنجـايي    . آورد رنگ فورمازان در مي    بنفش
يل سولفوكـسيد خـالص      محلول دي مت   lµ100باشند، به هر چاهك      مي

 10-15مـدت    هـا بـه    اضافه شد تا رسوبات حل گردند و ميكروپليـت        
هـا در طـول      در نهايت جـذب نمونـه     . دقيقه در انكوباتور قرار گرفتند    

درصـد  . لايـزا ريـدر ثبـت گرديـد       نانومتر توسـط دسـتگاه ا      492موج  
  17:ها با استفاده از فرمول زير محاسبه شد كشي ديواره سلول

  كشي درصد سلول)]= جذب نوري نمونه -جذب نوري شاهد (+نوري شاهدجذب [×100
  

غلظتي كه در آن موجـب مهـار رشـد           (IC50بر اساس اين فرمول     
هاي سلولي محاسـبه     ديواره) گردد  مي %50ميزان   هاي سرطاني به   سلول
دست آمده، بعد از تعيين بهترين زمـان       هسپس بر اساس نتايج ب    . گرديد

، 20000هـاي سـرطاني بـا تـراكم          ا بـر سـلول    ه ـ مجاور شدن ديـواره   
 96هاي يك ميكروپليـت       به چاهك  10000 و   5000هاي سلولي    مكترا

كشي  كشي در بهترين زمان سلول      اي اضافه گرديد و درصد سلول      خانه
تمامي مراحل آزمـايش سـه       .تري محاسبه گرديد  كمربوط به هر نوع با    
 ـ اراMean± Standard Deviationصـورت   ها به بار تكرار شد و داده ه ي

طرفه  ها از روش آناليز واريانس يك      تحليل داده  جهت تجزيه و  . شدند
One-Way Analysis of Variance (ANOVA)افزار   نرمSPSS  ويراسـت 

 HSDطـور مخفـف      ه به كآزمون اختلاف حقيقي     (Tukey و آزمون    19
دار  هـا سـطح معنـي      در تمـام بررسـي    . استفاده گرديـد  ) شود ناميده مي 

چنـين ترسـيم نمودارهـا در       در نظر گرفته شـد، هـم       >05/0Pها   آزمون
  . انجام گرفتMicrosoft Excel 2010افزار  فضاي نرم

  

  
ه ديـواره   ك ـ نـشان دادنـد      MTTدست آمـده از آزمـون        هاي به  داده

 در مقايسه با گروه شـاهد داراي فعاليـت          ها لاكتوباسيلوسسلولي اين   
دسـت آمـده اثـر مهـاري         بـر اسـاس نتـايج بـه       . باشـند  كشي مي  ولسل

هاي سلولي وابسته به غلظت بوده و با افـزايش غلظـت، مـرگ               ديواره
هاي سلولي در    چنين ديواره  هم. يابد هاي سرطاني نيز افزايش مي     سلول

رشـد  ) >05/0P(داري   طـور معنـي    ها توانستند به   ها و غلظت   همه زمان 
شي ك ـ  از طرفي بهترين زمان سـلول     . مهار نمايند هاي سرطاني را     سلول

جدول ( ساعت مشاهده شد     24 پس از    كازييلاكتوباسيلوس  در مورد   
) 2جـدول   ( ساعت   72 پس از    كازييلاكتوباسيلوس پارا و در مورد    ) 1

هـاي   ه ميزان مهار رشد سلول كطوري  به ترين ميزان خود رسيد    به بيش 
، 1000، 500هـاي   ر غلظت دكازييهاي  لاكتوباسيلوسسرطاني توسط  

ترتيـب    سـاعت بـه    24ليتر پـس از       ميكروگرم در ميلي   4000 و   2000
 درصــد 29/112±53/5 و 5/13±35/76، 47/4±22/34، 36/6±66/13

 72هـا پـس از        در همـان غلظـت     كازييلاكتوباسيلوس پارا و در مورد    
 و 48/96±77/14، 05/48±58/4، 92/33±52/3ترتيـــب  ســـاعت بـــه

هـاي   از طرفي براي بررسي تاثير تعـداد سـلول        .  بود 05/14±49/133%
  واره ـهاي مختلف دي ا در حضور غلظتـه زان مرگ آنـاني بر ميـسرط

  
  هاي مختلف  در زمانكازيي لاكتوباسيلوسسلولي جدا شده از  نتايج حاصل از خواص ضد توموري ديواره :1 جدول
  )µg/ml(غلظت ديواره   )ساعت (زمان

  500  1000  2000  4000  
12  a59/3±58/13  a99/11±85/27  a04/11±17/61  b7/23±82/98  
24  a36/6±66/13  a47/4±22/34  a5/13±35/76  a53/5±29/112  
48  a55/4±7/14  a17/6±52/29  a51/15±33/64  b84/9±74/101  
72  b33/2±98/5  a75/4±4/25  b4/6±94/51  b34/23±92/95  

  .باشد  ميP>05/0دار در سطح  دهنده وجود اختلاف آماري معني  غير يكسان در هر ستون نشان حروف*        .اند بيان شده Mean± Standard Deviationصورت  ها به  داده*

 هايافته
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 K562      695ي در رده سرطاني يي و پاراكازيلاكتوباسيلوس كازتعيين بهترين زمان سلول كشي ديواره سلولي                 

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2013 February;70(11):691-9 

 هاي مختلف  در زمان پاراكازييلاكتوباسيلوسنتايج حاصل از خواص ضد توموري ديواره سلولي جدا شده از  :2جدول 

  )µg/ml(غلظت ديواره   )ساعت (زمان
  500  1000  2000  4000  

12  a58/3±58/13  a87/3±29/31  a73/2±52/54  a10/25±70/66  
24  a02/4±27/15  b22/3±22/52  a68/9±28/64  a96/6±50/97  
48  a78/2±51/12  a65/9±25/32  a16/11±68/56  a65/11±87/97  
72  b52/3±92/33  b58/4±05/48  b77/14±48/96  b05/14±49/133  

  .باشد  ميP>05/0دار در سطح  دهنده وجود اختلاف آماري معني  حروف غير يكسان در هر ستون نشان*    .اند  بيان شدهMean± Standard Deviationصورت  ها به  داده*
MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)2,5- Diphenyl tetrazolium Bromide 

  
 MTTر تست  بلاكتوباسيلوسدو هر ديواره سلولي ) µg/ml(هاي مختلف   با غلظت مجاور شدهK562م سلولي رده سرطاني كهاي حاصل از تاثير ترا يافته: 3جدول 

  )µg/ml(غلظت ديواره  ml سلول در هر تعداد  تريكبا
    500  1000  2000  4000  

5000  a61/3±3/19  ab7/0±8/32  a66/18±46/66  a97/10±82/108  
10000  a93/5±76/7  a96/3±05/25  a19/15±28/67  a78/15±38/120  

 لاكتوباسيلوس
  ييكاز

20000  a65/6±67/13  b67/4±22/34  a1/14±35/76  a78/5±29/112  
5000  a6/4±3/26  a68/6±62/38  a46/9±31/78  a14±85/124  
10000  a71/11±78/18  a19/10±36/37  a63/18±46/71  a6/21±24/130  

 لاكتوباسيلوس
  كازييپارا

20000  a52/3±34/17  a58/4±48/31  a77/14±94/79  a06/14±98/126  
 MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)2,5- Diphenyl tetrazolium Bromide                      باشد  ميP>05/0دار در سطح  دهنده وجود اختلاف آماري معني  حروف غير يكسان در هر ستون نشان*

  
بر . شد استفاده 20000 و 10000، 5000هاي سلولي  سلولي، تراكم
لاكتوباسيلوس دست آمده در مورد هر دو باكتري   بهاساس نتايج

ه ك كازيي لاكتوباسيلوس g/ml1000جز غلظت   بهيي پاراكاز وييكاز
دار  ها داراي اختلاف معني  آن20000 و 10000م سلولي كبين ترا

داري  هاي سلولي هيچ اختلاف معني ها و تراكم بودند در ساير غلظت
)05/0P< (گونه   تغيير تعداد سلول سرطاني هيچبنابراين. مشاهده نشد

 .)3 جدول( نخواهد داشت MTTتاثيري بر نتيجه نهايي آزمون 

  

  
ها تعريـف    نترل نشده سلول  كعنوان رشد    طور معمول سرطان به    به

 ـ     داري هموستازي بافت   نگه. شود مي  كهاي طبيعي پستانداران، شامل ي

هر عامـل داخلـي يـا       . باشد ر و مرگ سلولي مي    ثيكتعادل حياتي بين ت   
ه باعث اخـتلال در ايـن تعـادل گـردد، نتيجـه آن ابـتلا بـه                  كخارجي  

 سـال گذشـته مـرگ و ميـر ناشـي از         100 در طول    23.باشد سرطان مي 
هايي بـراي حفـظ       بنابراين راه حل   19.سرطان سير صعودي داشته است    

ه قرار گرفتـه اسـت،      ها و درمان سرطان مورد استفاد      نترل رشد سلول  ك
 24.ها گـردد   ثير آن كهاي سرطاني و يا مهار ت       مرگ سلول  يتا باعث القا  

هـا   ها بر سلول   دليل اثرات سمي آن    بسياري از عوامل درماني سرطان به     
 بر خلاف عوامل درماني     25.هاي طبيعي بدن، محدود شده است      و بافت 

هاي  ها سلول  يبات مشتق از آن   كها و تر   درماني، پروبيوتيك  چون شيمي 
هاي طبيعي و ساير عـوارض     توموري را بدون آسيب رساندن به سلول      

طـور    بـه  لاكتوباسيلاسـه هاي خـانواده      باكتري 26.برند جانبي از بين مي   
. شـوند  عنوان پروبيوتيك در ماست و ساير لبنيات اسـتفاده مـي      رايج به 

 بحث
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               و همكارانمليحه ريكي                    696

  699 تا 691، 11، شماره 70، دوره 1391 بهمنمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

تم ها بـر سيـس     كنندگي اين باكتري   كنندگي و تحريك   هاي تنظيم  ويژگي
 27.خوبي در مطالعات گذشته مـشخص گرديـده اسـت          ايمني ميزبان به  

عنـوان   ها بـه   ها و وجود آن    لاكتوباسيلوسلي كه در مورد     ييكي از مسا  
باشـد ايـن     فلور گوارشي در انسان و بسياري از حيوانات مطـرح مـي           

است كه خواص تقويتي و تحريكي اين عوامل فقط محدود به ايمنـي             
هـاي مختلـف     توانند بـا مكانيـسم     ها مي  مخاطي نبوده بلكه اين باكتري    

هاي لازم جهت تحريك و تقويت سيستم ايمني مركزي را نيز            سيگنال
هاي زيادي مبني بـر كـاربرد ايـن          مخابره كنند و در اين رابطه گزارش      

ــل د ــت عوام ــا عفون ــه ب ــرطان  ر مقابل ــف، س ــاي مختل ــاير  ه ــا و س ه
تـرين   ها رايـج  لاكتوباسيلوس 28.هاي ايمنولوژيك وجود دارد    ناهنجاري

ه ك ـباشـند     مـي  كعنوان پروبيوتي  هاي مورد استفاده به    رواورگانيسمكمي
هـا در مطالعـات گونـاگون        تريكخواص ضد توموري اين دسته از بـا       

شده توسط محققين در مورد      ي انجام ها  بررسي 29.نشان داده شده است   
هاي سرطاني   هاي سلول  ها بر تعدادي از رده     لاكتوباسيلوستاثير برخي   

ــا ــا حــرارت، عــصاره كــ و هــاي ســالم تريكنــشان داد، ب شته شــده ب
اسـتخراج شـده از ايـن        يدوگليكان ديـواره سـلولي    سيتوپلاسمي و پپت  

   30.نمايد هاي سرطاني را مهار مي ثير سلولك تها لاكتوباسيلوس
دهـد    نشان مـي In vitro و In vivoشده در شرايط  مطالعات انجام

اهش خطـر ابـتلا بـه سـرطان         ك ـطور بالقوه باعـث      ها به  ه پروبيوتيك ك
 ـ    بـر اسـاس مطالعـات انجـام        31.شوند كولون مي   رشـد   كشـده، تحري
تواند منجـر     در روده مي   (Bifidobacteria) بيفيدوباكتر هاي پروبيوتيك

 بيفيـدوباكتر لانگـوم     تـاثير  32. از سرطان روده بزرگ شود     به جلوگيري 
(Bifidobacterium langum)بـر   در شرايط خلا، ردنك ك پس از خش

 هفته  چهارنتايج پس از    . سرطان روده بزرگ مورد بررسي قرار گرفت      
ها منجر به جلـوگيري از بـروز تومـور           تريكه اين با  كمطالعه نشان داد    

اهش ك ـتعـداد و حجـم تومورهـا را نيـز           چنين   روده بزرگ شده و هم    
 L. caseiو  L. rhamnosus GG رد دوك ـگـزارش  ، Seow 33.دهنـد  مـي 

ــا را در دو رده  رشــد ســلول ــار RT112 و MGHه ــه، مه  ســرطان مثان
   34.نمايد مي

هـاي محققـين، شـير تخميـر شـده حـاوي             چنـين طبـق يافتـه      هم
 و B. Infantis ،B. bifidum ،B. animalis ،L. acidophilus هاي تريكبا

L. Paracasei  ــلولي ــد رده س ــار  MCF7، رش ــستان را مه ــرطان پ  س
زا در رژيم غذايي غني از گوشت    يبات جهش ك بسياري از تر   35.نندك  مي

توانند به دسـتگاه گـوارش متـصل شـده و ايجـاد              ه مي كوجود دارند،   

هـاي   ه پس از قرار گرفتن در معـرض سـويه  كجهش نمايند، در حالي   
 ،Orrhage 36.يابـد  اهش مـي  كزايي   ها اين جهش    وباسيلوسلاكتمختلف  

هـاي دسـتگاه گـوارش       لاكتوباسـيلوس  گونـه از     هشتظرفيت اتصال   
زا گـزارش     جهش (Heterocyclic)هاي هتروسيكليك    انسان را به آمين   

. گردند ين ايجاد مي  يها از پختن مواد غذايي غني از پروت        اين آمين . ردك
صـورت   رسـد ايـن اتـصال بـه        نظر مي  هبر اساس گزارش اين محقق، ب     

هـا و    ه پپتيـدوگليكان  ك ـ پيشنهاد شـده اسـت       37.گيرد ي انجام مي  كفيزي
ترين  ها دو تا از مهم     لاكتوباسيلوسساكاريدهاي ديواره سلولي اين      پلي

 223اي در بين      مطالعه مقايسه  ك در ي  38.باشند عوامل اين اتصالات مي   
ه ديواره سلولي جدا    ك گرديد   بيمار مبتلا به سرطان سرويكس مشاهده     

 كشته شده با حرارت، داراي اثرات ضـد         كازيي لوسيلاكتوباسشده از   
   39.باشد توموري مي

Kim، يبـات  كها و سـاير تر     هاي ضد سرطاني پپتيدوگليكان     فعاليت
 هــا، از جملــه لاكتوباســيلوسهــاي مختلفــي از  ديــواره ســلولي ســويه

ــوك ــترپتوكوك ، (Lactococcus) لاكتوكـــ   و(Streptococcus)اســـ
چنـين بـر اسـاس        هم 40. را نشان دادند   (Bifidobacterium) بيفيدوباكتر

ســاكاريدي جــدا شــده از  هــاي پلــي شــده، بخــش تحقيقــات انجــام
ــا حــرارت، تكــ 606 لاكتوباســيلوس اســيدوفيلوس ثيــر كشته شــده ب

هـا و    ينيه پـروت  ك ـنـد، در صـورتي      ك  هاي سرطاني را مهـار مـي       سلول
هـاي   ثيـر سـلول   كهـا، تـاثيري در ت      تريكه از اين بـا    ليپيدهاي جدا شد  
سـاكاريدي ديـواره سـلولي،       لذا احتمالا بخـش پلـي     . سرطاني نداشتند 

ــلولي      ــواره س ــرطاني دي ــد س ــرات ض ــه اث ــوط ب ــلي مرب بخــش اص
منظور بررسي تاثير ديواره      مطالعه حاضر به   41.باشد  مي ها لاكتوباسيلوس

ي از  ك ـ بـر ي   كـازيي  پارا سلاكتوباسيلو و   كازييلاكتوباسيلوس  سلولي  
چنـين از    هم.  صورت پذيرفت  (K562)هاي سلولي معروف لوسمي      رده

هـاي   يبـات بـر سـلول    كه در تحقيقات براي سنجش تـاثير تر       كآنجايي  
اي تعـداد متفـاوتي       خانـه  96، در ميكروپليـت     MTTروش   مختلف بـه  

   13و17و42.شود سلول قرار داده مي
 K562هاي سرطاني    م سلول كترادر اين مطالعه براي مشاهده تاثير       

، MTTهاي سرطاني را تغيير داده و نتايج حاصل از تـست             تعداد سلول 
هـاي حاصـل از تـاثير ديـواره سـلولي            يافته. مورد مقايسه قرار گرفت   

 جدا شده از ماهي كپور بر مهار رشد سلول          لاكتوباسيلوسهاي   باكتري
ري توانستند رشـد    هاي سلولي هر دو باكت     سرطاني نشان داد كه ديواره    

ه بـا افـزايش غلظـت       ك ـطـوري     بـه  هاي سرطاني را مهار نمايند     سلول
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لذا نتايج ايـن تحقيـق مخـالف        . ها افزايش يافت   كشي آن  قدرت سلول 
تواند ناشي از اين مـسئله        دليل اين امر مي    17.باشد مي Kabiriهاي   يافته

ولي عنـوان ديـواره سـل      ر مطالعه حاضر رسوب باقيمانده بـه      باشد كه د  
توسط اتوكلاو استريل شد ولي در مطالعـات صـورت گرفتـه توسـط              

Kabiri،  ـ  هـا بـا فيلتــر    تريكدســت آمـده از ايـن بــا   ه ديـواره سـلولي ب
يبـات  كه تر ك   با توجه به اين    17. ميكرون استريل گرديد   22/0سرسرنگي  

. نمايـد  صورت كامل از فيلتر عبور نمـي       ضد سرطاني ديواره سلولي، به    
ه طبق تحقيقات انجام گرفته     كباشد   ننده اين مطلب مي   ك  اين نتايج تاييد  

هـا داراي خاصـيت      لاكتوباسيلوستوسط ساير محققين، ديواره سلولي      

طـور   هـاي سـرطاني را بـه       تواننـد سـلول    باشد و مـي    ضد سرطاني مي  
چنين طبق نتايج اين تحقيق پس       هم. از بين ببرند  ) >05/0P(داري   معني

هاي سلولي   ه با ديواره  كهاي سلولي مختلفي     مكاز انجام مقايسه بين ترا    
  .مشاهده نشد) >05/0P(داري  مجاور شدند، هيچ اختلاف معني

بررسـي  "نامه تحت عنـوان      اين مقاله بخشي از پايان     :سپاسگزاري
 و  ييلاكتوباسـيلوس كـاز   تاثير عصاره سيتوپلاسمي و ديـواره سـلولي         

 در مقطـع    "يـزا الاروش    بـه  p53 بـر بيـان ژن       يي پاراكاز لوسيلاكتوباس
ه بـا حمايـت     ك ـباشـد     مـي  129د  ك و   1390ارشناسي ارشد در سال     ك
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Background: The aim of this study was to evaluate the effect of extracted cell walls 

from Lactobacillus casei and Lactobacillus paracasei as probiotic bacteria (isolated 

from common carp intestine) on K562 and the role of cell concentration on the results of 

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)2,5- Diphenyl tetrazolium Bromide] test. 

Methods: For this purpose, bacteria were cultured in specific medium (MRS broth) at 

anaerobic condition for 24-48 hour. After incubation period culture medium was centri-

fuged, then the cells were washed twice with PBS buffer to remove additional medium. 

Finally, collected bacterial cell disrupted by Sonication and cell walls were separated 

from other components by centrifugation. After that, different concentrations of cell 

walls (500, 1000, 2000 and 4000 µg/ml) were prepared in RPMI medium for each 

bacteria, separately. Then anticancer properties of the cell walls were determined in 

vitro at 12, 24, 48 and 72 h, also the effect of K562 concentration was assayed with MTT 

technique. 

Results: The results showed extracted cell wall from both probiotic statistically 

(P=0.098) have anti turmeric properties in K562 and their properties will arise in relation 

with concentration. As well as, we found that the number of cell had not any affect on 

the result of MTT assay. 

Conclusion: We conclude that the cytotoxicity property of extracted cell wall is related 

in the type of bacteria, but this anticancer property would warrant further study on the 

clinical application of extracted cell wall. 

 
Keywords: anticancer properties, K562, MTT test, probiotic. 
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