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ن،  يکنند. علاوه بر اي فا م يا   يديسرطان نقش کل  يريشگيدر درمان و پک  يوتيک پروبي عنوان  به  سيلاکتوکوکوس لاکت  يهاي باکتر امروزه    :هدف  و  نه يزمشيپ 
ک، است. هدف  يوتيبي مقاوم به آنت  يهاه ي خصوص سوها، به ي از باکتر  يعيف وس يها قادر به مهار رشد طن ي وسيدکننده باکتريتول  س يلاکتوکوکوس لاکت  يهاه يسو

  . است ه  يسرطان کل ي ضد آپوپتوز رده سلول يهاان ژن ي) بر بNIS(+  سيلاکتوکوکوس لاکتک يوتيزات پروبياثرات ل  ياز مطالعه حاضر بررس
  يي جهت شناسا Multiplex PCR، واکنش ييايميوشيو ب يص يتشخ يهاتست توسط  سيليرابيپروتئوس مه ي سو ۶۰ ي و بررس ياز جداساز   پس : روش کار و  مواد 

ت آن  ي، فعال(PTCC1336) يلاکتوکوکوس لاکتن،  ي سيدکننده نايتول  سوپرناتانته  يانجام شد. پس از کشت و تهه  يسرطان کل  يضد آپوپتوز رده سلول  يهاژن 
بررس   در   ي توسط چاهک گذار واکنش  يگرد  يآگار  توسط  بReal-Time PCRد.  با سوپرناتانت  يت  سي ليرابيپروتئوس م  يهاه ي سودر    AcrBان ژن  ي،  مار شده 

  قرار گرفت.  يموردبررس
  شدهه ي تهن  يسينا.  قرار گرفت   موردمطالعهه  يکل  يسرطان  يهاسلول در    baxو    bcl-2  يهاژن   يان نسب ين سوپرناتانت، بي ا  يت سلولي سم  يهاي بررسپس از  :  هاافتهي

  ي زان بقايمنشان داد که    MTTسنجش    ليوتحله يتجز  داشت.   ي اندک   يحدت آن، اثر مهار  ي ل تحرک و فاکتورهايبه دل  س يليرابيپروتئوس م  يهاه ي سو  يبر رو 
از    افته است. يکاهش    يتوجهقابل   طوربه   سيلاکتوکوکوس لاکتبدون سلول    سوپرناتانتش غلظت  يبا گذر زمان و افزا  ، مار شدهيت  ي سرطان  يهاسلول   در  يسلول

تست    يهاداده ز  يبودند. با توجه به آنال  Ureaژن    ينمونه دارا   ۵۸و    AcrBنمونه واجد ژن  AcrA  ،۵۹ژن  نمونه واجد  ۳۷،  سي ليرابيم پروتئوسنمونه    ۶۰ان  يم
MTT حداکثر ( يمين  مهارکننده، مقدار غلظتIC50 ساعت  ۷۲ن سوپرناتانت پس از گذر ي ا ي) براμg/ml  ۸/۲۰۲  .محاسبه شد  

مار شده نسبت به  يت  يسرطان   يهاسلول در    baxان ژن يب ي درصد  ۲۱/۶۰ش ي و افزا  bcl-2ان ژن  يب  ي درصد  ۸۶/۵۲از کاهش    نشان ج ينتا:  گيرينتيجه بحث و  
کنترل است.  ا  يت سلولي سم  يهاي بررس  گروه  با  يتحق  ن يدر  که  تکث  تريلي ليمکروگرم/يم  ۲۰۲/ ۸معادل    IC50ق  به سرکوب    هي کل  ي سرطان  يهاسلول ر  يقادر 

)ACHN) سي لاکتوکوکوس لاکت  کيوتيپروب  زات ياثرات ل  ي. هدف مطالعه بررس بود   +)NIS ن يبود که ا  ه يسرطان کل  يهاسلول مرتبط با آپوپتوز در    يها) بر ژن  
  است.   يسرطان يهاسلول آپوپتوز در  يدهنده القانشان   ودهد،  شي را افزا  baxرا کاهش داده و ژن  bcl-2ژن    انيب  ندتوانست زاتيل
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  مقدمه

لاکت  باکتري،  س يلاکتوکوکوس  قرن    ي ک  آغاز  در  مثبت،  گرم 
و  يب جاي  عنوانبه کم  يست  برا يگز ي ک  خوب  عملکرديب  ي ن    ي ان 

پروکارMPs(  ييغشا  ي هان يپروتئ شد.    يوتي وکاريو    يوتي)  ظاهر 
و با    رشدهيتکث   در مدت کوتاه  گرادسانتيدرجه    ۳۰  ي در دما  ي باکتر
  ي ادي). اگرچه تا حد ز۱کند (ي مرشد    يا تنفسي  ي ري سم تخم يمتابول

 
  سنده مسئول) ي(نو راني ، ساوه، اياسلامه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد ي، دانشکده علوم پايولوژيکروبيگروه م ١
  ران ي ساوه، ا  ،يواحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلام ه،يدانشکده علوم پا ،يولوژيکروبيگروه م ٢

صنا غذا يدر  غذاهاي تول  ي برا   ييع  ،  شودي ماستفاده    ي ريتخم  ي د 
آن  يپتانس  يهان يپروتئ  ازحدش يب ان  يب   ي برا   يزباني م  عنوانبه ل 

  ).۲است (قرار گرفته  يموردبررسز يهمولوگ و هترولوگ ن 
از   ي اديو انواع ز بودهآسان و ارزان  س يلاکتوکوکوس لاکترشد 

  يخوببهناقل در دسترس هستند و  ي هاستم يس و  ي کيژنت ي هاروش
لاکت .  اندافتهيتوسعه   باکتري  س يلاکتوکوکوس    ک يدلاکتياس  ي ک 



 و همکار يومرث امينی ک  ه يسرطان کل  يضد آپوپتوز رده سلول  bcl-2و  bax يهاان ژن يبر ب )NIS(+ سي لاکت لاکتوکوکوسک يوتيزات پروب ير ليتأث
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که   صنايوتي پروب  طور بهاست  در  غذا يک  دارد.  ييع    يبرخ  کاربرد 
ن  ين را دارند. ا يسيد نايتول  ييتوانا ي ن باکتريجداشده از ا  ي هاهيسو

باکتر يماده   خاصيوس يک  با  ضدباکترين  چنديعل  ييايت  ن  يه 
گرم مثبت است. با توجه به    ي هاي باکترسم و بخصوص  يکروارگانيم
  دارندهنگه   عنوان به FDA است که  ي نيوسي ن تنها باکتريسي، نانکهيا 

  ).۲است (شده  دييتأ ييمواد غذا 
دل   س يلاکتوکوکوس لاکت ن،  يبنابرا  فعاليبه  ک  يت ي پروتئولت  يل 

تشک عدم  تول يمتوسط،  عدم  و  بدن  داخل  اندوتوکسيل  و  يد  ن 
ک  يمنفرد،    ييپلاسما  ي ک غشايدر    ها MPsکارآمد    ي ريگهدف 

در سلول    MPs  ي ژه برا يوان ژن به يب  ي ن جالب برا يگزي زبان جايم
ا  ي  ي ن امکان استفاده از باکترياست. عدم وجود اندوتوکس  يوتيوکاري

  يکي وتکنولوژيب  ي کاربردها  ي را برا   ي توسط باکتر  دشدهي تولن  يپروتئ
درمان (يمفراهم    يو    يطورکلبه   س يلاکت  لاکتوکوکوس   ).۳کند 

ماده    عنوانبه  (USFDA) متحدهالاتيا   ي توسط سازمان غذا و دارو
متابول  (GRAS) منيا  و  است  م  ي ت هايشناخته شده    يکروبيضد 

برا يس ينا  ويژهبه آن،   ها  ي هاي باکترکنترل    ي ن،  پاتوژن  و    ي فاسد 
ا ي. همچنرنديگي مقرار    مورداستفاده   ييدر مواد غذا   ييغذا  از  ن  ين 

است.  القاکننده  عنوانبهن  يوس يباکتر شده  استفاده  انواع    آپوپتوز 
را    ير سلولين ماده تکثيو ا   شده است   يين شناسايسياز نا  يمختلف

  ي ري جلوگ  ي راً برا ين اخي، بنابرا دهديمکاهش    ACHN  ي هاسلول در  
  د شده است.يي ند آپوپتوز تأيق فرآ ياز طر يسرطان ي هاسلول از رشد 

لاکت  انکلوز  س يلاکتوکوکوس  تشک  ونياجسام    را ي ز  دهد،ينم  ليرا 
mRNA  مقاوم  ي ها MP  تقس  جاديا   ي ا تجمع خوشه از  و    م يکرده 

ن  يسيا خالص ناين  يسينا  ي سازآماده   ).۴کنند (ي م  ي ريجلوگ  يسلول
م با  يرا  سوتوان  لاکت   ي هاهيکشت    رگونهيز س يلاکتوکوکوس 
نايتول   س يلاکت سپس  يسيدکننده  و  و    ي هاروش با  ن  استخراج 

آورد.    ي سازخالص دست  به  نوع  يسو  ۴۰مطالعه  در  مناسب  از  ه 
د  يه قادر به توليسو  ۳۵نشان داد که    س يلاکتوکوکوس لاکت   يوحش

ن) که  يسيبا نا  شدهکنترل ان ژن  ي(ب  NICEستم  ين بودند. سيسينا
ان  يستم بيس  نيترمتداول و    نيترگسترده م شده است،  يبه شدت تنظ

  ).۵است ( س يلاکتوکوکوس لاکت ژن در 
سيا  بين  اميستم  و  يان   يهاي باکتر  ي برا   مؤثردوارکننده 

ژن   جادشدهيا   کيدلاکتياس اساس  بر  ب يدخ  ي هاو  در  و  يل  وسنتز 
ن  ي) است. ا nisAن (محصول ژن  يسي، نايکروبيد ضد ميم پپتيتنظ

چند  دشدهيتول  دينواسي آم  ۳۴ن  يوس يباکتر سويتوسط  از  ين  ه 
لاکت    دارندهنگه ک  ي  عنوانبه  تواندي من  يهمچن  س يلاکتوکوکوس 

انتقال سيس  ي هاژن استفاده شود.    ييمواد غذا   يعيطب  گنال  ي ستم 
ژنnisRو    nisK،  يدوجزئ خوشه  از  کروموزوم  يسينا  ي،  به  ن، 

لاکت  ن  يسي(نا  MG1363س  يموري کر  رگونه يز س  يلاکتوکوکوس 
  ).۶شود (جاد يا  NZ9000ه ي) وارد شدند تا سو يمنف

اتفاق  ي است که در دو مس  يک مرگ خودکار سلوليآپوپتوز   ر 
ر آپوپتوز با  ين مس ي. اوليروني ر بي مس  - ۲و   ير دروني مس  - ۱:  افتدمي

م ژن  ي توکندريواسطه  خانواده  با دخالت  اتفاق   BCL-2 است که 
ن است که در دو  ين پروتئ يشامل چند BCL-2 . خانواده ژنافتدمي

هستند.  مشخص  حاوياول خوشه  خوشه  طر  هان يپروتئ  ي ن  ق  ياز 
  است.  BAX و BAK ازجملهآپوپتوز،  يتيحما ي هايژگيو

پروتئ   ي اعضا لنفوم  يخانواده  (  2ن    BCL-2) Bسلول 
آپوپتوز    ي هات يفعالبا    ي ديکل  ي هاکننده م يتنظ و ضد  آپوپتوز  پرو 

خانواده  يپروتئ  نيترمشخص   BCL-2 هستند. در  آپوپتوز  ضد  ن 
کروموزوم    ي رواست و    Kd  ٢٦ن  ياست. اندازه پروتئ  BCL-2ن  يپروتئ

، آپوپتوز را مهار  BAXمر با يل هترودا يبا تشک توانديمقرار دارد  ١٨
تنظ با  و  اثر    Ca2tم غلظت  يکند  بقايدانياکسي آنتو  را    ي ،  سلول 

ده در  يچ يپ  ي ، دو ژن مرکزBax  ،Bcl-2 ان ژن يب).  ٧کند (ن  يتضم
  کنند. ل يرا تکم Rho-GDI2 و CEA ي هاآپوپتوز هستند و ژن 

  ٧  و  ٦،  ٣،  ٩  ي ت کاسپازهايفعال  توانديمن  ين، همچن يا   علاوه بر
 يهاسلول   ي آپوپتوز را مهار کرده، زمان بقا  جهيدرنت را مهار کند،  

را   تبد  کندي م  تري طولانتومور  باعث  بدخيو  شود  يم  هاسلول م  يل 
)٨.( Bax   ن   دهندهل يتشک ن  يپروتئ   عنوانبهکه شناخته  يمنافذ  ز 
  ي توکندريم  يخارج  ي را در غشا  ي ، پس از فعال شدن، منافذشوديم
ب   يکپارچگي  جهيدرنتکه    کنديمجاد  يا  از  و    رودي من  يغشاء 

  ). ۹شود (ي مآزاد  c توکروميس
به    BAXبا مهار ورود    Cتوکروم  يس  ي آپوپتوز با مهار آزادساز 
 يهات کاناليم فعاليرمستق ي ا غيم يا مهار مستق ي ي توکندريم ي غشا

BAX  ميتنظ آپوپتوز    ي هاگنال يسبه    هاسلول  کهيهنگامشود.  يم 
  ي توکندريدر سطح م Bax،دهندي مک پاسخ  يا تحريب  يمانند آس

  ينقش  ي توکندريم  ي غشا  يکپارچگيو با برهم زدن    شوديمجابجا  
اعضايو سا  P53عمدتاً توسط تومور   Bax  ت يفعال.  کنديمفا  يا   ير 

تنظ   BCL-2خانواده   مهار  يم مقدار تجمع س يدر  شود  ي متوپلاسم 
)١٠(. 

اصل کل  يانواع  عبارت يسرطان  از  ه  کلاند  سلول  ه  يسرطان 
)RCC(  ي)، سرطان سلول انتقالTCC  .(RCC  درصد از    ٨٠باً  ي تقر

ها را ه سرطان يشتر بق يب  TCC  يلو  شامل شدهه را  يکل  ي هاسرطان 
ميتشک برا يل  خطر  عوامل  از عبارت   TCCو    RCC  ي دهد.  اند 

داروهايگارکشيس قبل  ي دن،  مثانه  سرطان  خاص،  ،  يضددرد 
.  يو سابقه خانوادگ  ييايم يمواد ش  يبالا، برخوزن، فشارخون  اضافه
  ي ربرداريش ادرار و تصويص ممکن است بر اساس علائم، آزمايتشخ
  ). ١١شود (يد ميي بافت تأ يوپسي مشکوک باشد. با ب يپزشک

ج است که در مقالات  يرا   ين رده سلوليسوم   ACHN  يرده سلول
ا يذکر شده است، عل  از  يرغم  مشتق    ي لاريپاپ   RCC  ي هاسلول نکه 

بررس هنگام  است.   يهاسلول ،  RCC  ي ديکل  ي هاجهش   يشده 



 ۱۴۰۳ آبان، ۸، شماره ۳۵دوره   ی مجله مطالعات علوم پزشک
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ACHN    ازجمله  ييهاژن فاقد جهش در  VHL  ،PBRM1  ،SETD2  ،
BAP1    وTP53    .زنوگرافت يشناسبافت   ازنظر بودند مشتق    ي ها، 
ف با  ينوم ضعيل به نشان دادن کارسيتما  ACHN ي هاسلول شده از 

  . )۱۲,  ۱۱دارند ( يتهاجم ي هايژگيو
  bax ،bcl-2  ،cea ي هاان ژن يموردمطالعه، ب يسلول سرطاندر 

نا  rho-gdi2و   معرض  در  قرارگرفتن    يتوجهقابل  طوربه ن  يس يبا 
پيافزا  نتايش  کرد.  ناي دا  که  داد  نشان  دارا يسيج  اثرات    ي ن 
رويتوتوکسيس باعث    است   ٥٦٣٧و    ACHN  ي هاسلول   ي ک  و 

ن ممکن  يسين، نايشود. علاوه بر ا يم  ٥٦٣٧  يآپوپتوز در رده سلول
فرآ طر ياست  از  را  متاستاز  افزا يند  تنظيق  ژن  يش    rho-gdi2م 
(سرکوب   پژوهش  ).١٣کند  نا  يدر  متاستاز  يسياثر  و  آپوپتوز  بر  ن 

انسانيکارس  ي هاسلول  مثانه  کارس  ٥٦٣٧  ينوم  ه  يکل  ي نومايو 
)ACHN  .مشاهده    يزمان  يت سلوليزان سمي ن ميشتريب) انجام شد

  . ن قرار گرفتنديس ين دوز نايدر معرض بالاتر هاسلول شده است که 
ا  بر  نايعلاوه  رده    توجهيقابلآپوپتوز    تواندي من  يسين،  در  را 

 ي سلول  ي هارده.  القا کند  نشدهدرمان سه با گروه  يدر مقا  ۵۶۳۷  يسلول
ن  يسيمختلف نا  ي هاکشت داده شدند و با تراکم  ACHNو    ٥٦٣٧

گرديت سم يمار  آزمون  سلوليدند.  روش    يت  مورد    MTTتوسط 
  rho-gdi2و    bax ،bcl-2  ،ceaان ژن  يقرار گرفت. سطح ب  يابيارز

  ٢٣٠و    ٤٣٠مقدار  قرار گرفت.    يموردبررس  Real-time PCRتوسط  
 يهار رده ي تواند تکثي ب مين به ترتيسيتر از نايلي ليکروگرم در ميم

پژوهش،    نيا   هدف از ).  ١٣کند (را سرکوب    ٥٦٣٧و    ACHN  يسلول
 يهاژن   انيبر ب   س يلاکت  لاکتوکوکوستوسط    دشدهيتول  نيسياثر نا
bax    وbcl-2  يآپوپتوز در رده سلول  ي و القا  ACHN  يمورد بررس  

  قرار گرفت.
  

 کار  روشمواد و  
توصيا  نوع  از  سم  يکروارگاني مو    بوده  يمقطع  –  يفي ن مطالعه 

نايتول لاکت ي ز س يلاکت   لاکتوکوکوسن،  يسيدکننده  س  يرگونه 
(PTCC 1336)   شد.  يته (ي ليوفيل  ي هاي باکتره    لاکتوکوکوس زه 

به مدت  PTCC 1336  س يلاکترگونه  ي ز  س يلاکت در    ۷۲)  ساعت 
براث کشت داده شدند و   MRS (Man, Rogosa, Sharpe)ط يمح

).  ۱۵, ۱۴شدند (گراد) انکوبه ي درجه سانت  ۳۰اتاق ( ي سپس در دما
  يخچاليوژ  ي في ها با استفاده از سانترون، سلول ي پس از کشت و انکوباس

دق  ۳۵۰۰( در  مدت  قه،  ي دور  دمايدق   ۱۵به  در  درجه    ۴  ي قه، 
با بافر فسفات    دو بارسپس رسوب حاصل  .  ) برداشت شدگرادسانتي

۱/۰  ) شد.  ۹/۶pHمولار  شسته  روش    هاي باکتر)  از  استفاده  با 
Freeze-Thaw  امواج  (  ک يسونخ  يقه در  يدق  ۳۰ز شدند و به مدت  ي ل

وژ  يف يبا سانتر  سوپرناتانت از    يسلول  ي هاواره يدشدند.  گذاشته    )يصوت
دق   ۱۵۰۰۰در   در  مدت  يدور  به  دمايدق  ۳۰قه  در  درجه    ۴  ي قه 

عصاره    عنوانبه  سوپرناتانت از    ت يدرنهارسوب داده شدند.    گرادسانتي
لتر سرنگ  يو با ف  ي سوپرناتانت جداسازاستفاده شد.    يتوپلاسميس
استريم  ۲/۰ دمايکرون  در  استفاده  زمان  تا  و  درجه    - ۸۰  ي ل 

  ).۱۴شد ( ي نگهدار گرادسانتي
جستجو  مطالعه و    ت يمراجعه به سا  با:  مرها ي پرا  يسازآماده

و   baxو  bcl-2 ي ها ژن ي مناسب برا  ي مرهايپرا  در مقالات مختلف
GAPDH  .شد سايپرا   انتخاب  در    ت يمرها 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  بلاست  يمقا و  سه 
مرها توسط آب  يشگامان سفارش داده شدند. پرا يت پکشدند به شر

ه  کومول و سپس به غلظت مناسب  ک يپ  ١٠٠زه به غلظت  يون يمقطر د 
مر و طول  يپرا   يتوال  ١جدول  بود، رسانده شدند. در    کوموليپ  ١٠

 ). ١جدول است (آورده شده  ي ريقطعه تکث
  DNAاستخراج 

شگامان انتقال ژن بر طبق  يت پ يبا استفاده از ک  DNAاستخراج  
انجام شد.    يگرم منف  ي هاي باکتر  DNAت استخراج  يدستورالعمل ک

با استفاده از    DNA  يو کم  يفي ، سنجش کDNAپس از استخراج  
  دستگاه فلورومتر و الکتروفورز کوتاه صورت گرفت. 

 Multiplex PCRمراز  يپل ياره يزنجواکنش 
مراز  يپل  ي ا ره ي ، واکنش زنجيمولکول  ي هافن ن  يتراز متداول   يکي

)PCRامکان تقو خاص   DNA  ي هايتوال  ييت و شناساي) است که 
ناژن  يشرکت س  Master mix از    PCR  انجامکند. جهت  يرا فراهم م

بر   يالمللن يواحد ب ٥/٠( Taq DNA polymeraseم يآنز ي که حاو
مول بر    يليم  ٤(  ھا   dNTPتر) و  يمول بر ل ي ليم  ٤(  Mgcl2تر)،يل
برا يل استفاده شد.  از سو  ي تر)  استاندارديکنترل مثبت   PTCC  ه 

  يعنوان کنترل منفبه DNAاستفاده شد و از آب مقطر فاقد  1336
  د. ياستفاده گرد 

تر در نظر گرفته و  ي کروليم  ٢٠،  PCRحجم هر نمونه واکنش  
ب موردنظر  م يدر حجم  تقسوب يکروت ين  از  يها  پس  شد.  مخلوط  م 

انجام    کردن جهت  واکنش  دستگاه  وپ يکروت يم   PCRمواد  در  ها 
از  يترموسا نمونه، مخلوط حاصل    آماده شدن کلر قرار گرفتند. پس 

نها حجم  ترموسايکرول يم   ٢٠  ييدر  دستگاه  به  قبل  يتر  از  که  کلر 
، راهنما  مراحل مختلف بر اساس  ي روشن شده و درجه حرارت آن برا 

انجام مراحل    ي م درجه حرارت و زمان برا يبرنامه تنظ  شد. انتقال داده  
PCR   ي راهنما  (بر اساس  يجلودار و برگشت  ي مرهايبا استفاده از پرا  

در    يچرخه، واسرشتگ  ۳۵  شامل:  PCR  ييبرنامه دماشد.  ) انجام  ريز
ه، اتصال آغازگر به مدت  يثان ۳۰وس به مدت يدرجه سلس  ۹۵ ي دما
دماه  يثان  ٣٠ سلس  ۵۴  ي در  دما  وسيدرجه  در  گسترش    ۷۲  ي و 

 ه بودند. يثان ٣٠ زمانمدت در  گرادسانتيدرجه 
لوشن ي کروبراث دايبه روش م  ي کروبياثرات ضدم يبررس

)MIC(  : ن  ييتع  ي براMIC   ل پروب يبا  لاکتوکوکوس  ک  يوت يزات 



 و همکار يومرث امينی ک  ه يسرطان کل  يضد آپوپتوز رده سلول  bcl-2و  bax يهاان ژن يبر ب )NIS(+ سي لاکت لاکتوکوکوسک يوتيزات پروب ير ليتأث
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دا   س يلاکت براث  روش  استانداردهاياز  با  مطابق  با    CLSI  ي لوشن 
رقت   ي ا خانه  ٩٦  ي هات يکروپليم  کمک شد.  از    يمتوال  ي هاانجام 
پروب يل ثابتيوت يزات  غلظت  همراه  به  سوسپانس  ي ک  باياز    ي ترکون 
نک( در م  کم ميدورت  از  يکروپل ي فارلند)  بعد  با هم مجاور شد.  ت 

صورت  ها از انکوباتور خارج و به ت يکروپل ي ن ميمع  زمانمدتگذشت  
عنوان  ده به يگرد  ي که مانع رشد باکتر  ي ا قرائت شد. گوده   يچشم
MIC  ١٦شد (در نظر گرفته.(  

  RNAمراحل استخراج 
ا پارس ژن و يشرکت کارمان  RNAت استخراج  ياستفاده از کبا  

ک دستورالعمل  استخراج  يطبق  و    RNAت  شد  انجام  بر  موردنظر 
ا پارس ژن  يشرکت کارمان  RNAت استخراج  يدستورالعمل ک  اساس

  شد. يمراحل ط
  cDNAسنتز 

ا پارس  يشرکت کارمان  cDNAل لازم جهت سنتز  يمواد و وسا
م به  يژن  ،  cDNA Master Mix  ،Random Hexamerتوان 

Oligo Dt    وTemplate RNAسانتر لوله ي ف ي،    ٢/٠  ي هاوژ، 
به    cDNAو دستگاه اشاره داشت و دستورالعمل سنتز    ي تريليليم

ر مخلوط شدند و  ي : مواد طبق دستورالعمل جدول زاست ر  ي شرح ز
انکوبه شد.   گرادسانتيدرجه  ٤٢ ي قه در دمايدق  ٤٠سپس به مدت 

قه  يدق  ٥، مخلوط را به مدت  RTم  يکردن آنز  رفعالي غ  ي سپس برا 
  انکوبه شد.  گرادسانتي درجه  ٩٠ ي در دما

  Real-Time PCRانجام آزمون  يبرا ييبرنامه دما 
اوليدناتوراس  ي دما سانت  ٩٥ه  يون  مدت  يدرجه  به    ١٠گراد 

  ٣٠مدت  گراد به  ي درجه سانت  ٩٥ه  يون ثانو ي دناتوراس  ي قه، دمايدق
  ي ه و دمايثان  ٣٠گراد به مدت  يدرجه سانت  ٥٤اتصال    ي ه، دمايثان

ن آزمون  يه بود. ا يثان ٤٥گراد به مدت ي درجه سانت ٧٢ل شدن  يطو
ج با استفاده  ي ر نتاي د. تفسيچرخه به سه بار تکرار انجام گرد  ٤٠در  

روش   ژن يب  ت يدرنها.  است   ∆∆CTاز  تأث  ي هاان  تحت  ر  يمذکور 
  Real-Time PCRبا روش    س يلاکتوکوکوس لاکت ک  يوتي زات پروبيل

  قرار گرفت.  يمورد بررس
سلول رده  پاساژ  و  سلول:  يکشت  کل  يرده    هيسرطان 

)ACHNط  ي) در محDulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM)    ن گاو (يدرصد سرم جن  ١٠همراه باFBS  درصد   ١) و  
کروگرم  يم  ١٠٠٠٠و    ١٠٠٠٠ IU/mlن (يسياسترپتوما  ن/ يليسيپن

  ي دما  در   دار  CO2ها در انکوباتور  تر) کشت داده شد. سلول يلي ليبر م
سانت  ٣٧ با  ي درجه  برا   CO2درصد    ٥گراد  شدند.  حفظ    ي انکوبه 

  ها پاساژ داده شدند. کشت، سلول
 ي ت سلوليسنجش سم
  ي ر و بقايتکث   ي ساده برا   يسنجش رنگ يک آزماي  MTTسنجش  

و توسط  يتوسعه   T.Mosmannاست که توسط    يسلول   Coleافته 

شيحساس  ي ريگاندازه  ي برا  ر  يسلول  ي هارده   يي ايمي ت  ه  يسرطان 
ا  است.  اقتباس شده  مبتنيانسان  تبد   ين سنجش  به    MTTل  يبر 

توسط  ي آب  - بنفش    ي هاستال يکر فورمازان،  زنده    ي هاسلول رنگ 
م عملکرد  که  م  ي توکندرياست  نشان  اولبهدهد.  يرا  ن يعنوان 

زنده  سلولسنجش  برا   يطراح  يماندن  خانه   ٩٦  ي هات يپل  ي شده 
، نمک  MTTبا توان بالا شناخته شده است. در روش    ي غربالگر  ي برا 

آنز ي تترازول توسط  دهيوم  در  ي م  موجود  در    ي هاسلول دروژناز  زنده 
ابد. ييرمازان نامحلول کاهش موگراد به رنگ فيدرجه سانت  ٣٧  ي دما

ن، نمک فورمازان نامحلول با افزودن عوامل انحلال کننده  يعلاوه بر ا 
م رنگيحل  محصول  و  کمبه   يشود  طول   يصورت    ٥٧٠موج  در 

ط دستگاه  از  استفاده  با  صفحه   يسنجف ينانومتر  خوان  چند 
  .)١٧شد ( ي ريگاندازه

تثب حل  ي برا   يمختلف  ي هاروش فرمازان،  محصول  ت  يشدن 
  ي ر اجزا ي کاهش تداخل فنل قرمز و سار و  ي از تبخ  ي ري رنگ، جلوگ

است. روش يمح استفاده شده  شامل   انحلالمختلف    ي هاط کشت 
)،  DMSOد (ي ل سولفوکسيمت  ي ، دي ديزوپروپانول اسياستفاده از ا 

فرماميمت ي د (يل  سدDMFد  دودسي)،  (يم  سولفات  و  SDSل   (
 يي مرده توانا  ي هاسلول است.    ينده و حلال آلياز مواد شو   يبيترک

فرمازان از دست    يوم را به محصولات رنگيتترازول  ي هاکاهش نمک
ک محصول  يرا به    MTTسم فعال،  يزنده با متابول  ي هاسلول دهند.  يم

  ، کننديل مينانومتر تبد  ٥٧٠جذب  رنگ با حداکثر  فورمازان بنفش 
رنگيبنابرا  محصول  تعداد  يمستق   طور به   ين، شدت  با   يهاسلول م 

  ).١٨است (زنده موجود در کشت متناسب 

فياستر  ي ها، سوپرناتانت MTTسنجش    ي برا  با  از  يل شده  لتر 
سوي  ي ها کشت  شبه  لاکت ه  يک  تبه  س يلاکتوکوکوس  مار  يعنوان 

ت يپل  ي هاتر در چاهکيکرول ي م  ١٠٠با حجم    ياستفاده شد. رده سلول
ون  يانکوباست) قرار داده شد. پس از يسلول در پل ١×٦١٠خانه ( ٩٦

دما سانت  ٣٧  ي در  مدت  ي درجه  به  سلول  ٢٤گراد  رده  با    ي ساعت، 
 يها(غلظت   س يلاکتوکوکوس لاکتاز سوپرناتانت    ياليسر  ي هارقت 

  ٣٢٠٠و    ١٦٠٠،  ٨٠٠،  ٤٠٠،  ٢٠٠،  ١٠٠،  ٥٠،  ٢٥،  ٠  يينها
و    ٤٨،  ٢٤ت به مدت  يمار شد. سپس پل ي تر) تيليليکروگرم بر م يم

  ٥/٠(  MTTتر  يکرول ي م  ٢٠ون،  ي انکوباسساعت انکوبه شد. پس از    ٧٢
اضافه  يتر در بافر فسفات ساليلي ليگرم در م يليم ن) به هر چاهک 

انکوبه شد. سپس مخلوط   يکي ساعت در تار ٣ت به مدت  يو پل  کرده 
ل  يمت   ي (د  DMSOتر  ي کروليم  ١٠٠خته شد و  يها دور راز چاهک
رسوبات فورمازان حل  ها اضافه شد تا ه سلول يلاد) به تک يسولفوکس

موج  اتاق، جذب در طول   ي ون در دماي قه انکوباسيدق  ١٠شود. پس از  
  ). ١٩شد ( ي ريگزا اندازهي نانومتر با استفاده از دستگاه الا ٥٧٠

  ر محاسبه شد:يماندن سلول با استفاده از رابطه زدرصد زنده 



 ۱۴۰۳ آبان، ۸، شماره ۳۵دوره   ی مجله مطالعات علوم پزشک
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ݕݐ݈ܾܸ݅݅ܽ݅ ݈݈݁ܥ % =  
݈݁݌݉ܽݏହ଻଴ܣ − ହ଻଴ܾ݈ܽ݊݇ܣ

݈݋ݎݐ݊݋ହ଻଴ܿܣ
× 100 

) سوپرناتانت IC50حداکثر (  يمين  مهارکنندهمحاسبه غلظت  
  س يلاکتوکوکوس لاکت

از محاسبه درصدها مار شده رده  يت  ي هاسلول   ي بقا برا   ي پس 
  يسلول  ي از سوپرناتانت که درصد بقا  يه، غلظتيسرطان کل  يسلول
ن شد. نمودار مربوط به  ييتع  IC50  عنوانبه  و  درصد را داشت   ۵۰

IC50    توسط برنامهEXCEL    وGRAPH PAD   ن  يد. ا يرسم گرد
مبنا تست    ي مقدار  گرفت.    Real-Time PCRانجام  آزمون  قرار 

Real-Time PCR ي هاان ژن يب يمنظور بررسبه bcl-2  وbax   رده

کل  يسلول حالت يسرطان  در  سوپرناتانت يت  ي هاه  با  شده  مار 
  مار انجام شد. ي ر تي و با نمونه غ  س يلاکتوکوکوس لاکت

  ي شامل دما  Real-Time PCRانجام آزمون    ي برا   ييبرنامه دما
اوليدناتوراس سانت  ٩٥ه  يون  مدت  يدرجه  به  دمايدق   ٣گراد    ي قه، 
  ي ه، دمايثان  ٣٠گراد به مدت  يدرجه سانت  ٩٤ه  يون ثانويدناتوراس
ل شدن  يطو   ي ه و دمايثان  ٣٠گراد به مدت  ي درجه سانت  ٦٢اتصال  

چرخه    ٤٠ن آزمون در  يه بود. ا يثان  ٤٥گراد به مدت  ي درجه سانت  ٧٢
.  است   ∆∆CTج با استفاده از  ي ر نتاي. تفس شدسه بار تکرار انجام    اب

ژن يب  ت يدرنها تحت    ي هاان  لاکتوکوکوس  زات  ي ل   ري تأثمذکور 
 قرار گرفت. يمورد بررس Real time PCRبا روش  س يلاکت

 
  )۲۰( Real-Time PCRمورد استفاده در   )ي مرهايپرا ( ي آغازگرها  :)١جدول (

  ژن  ي توال  ) bp( زيسا

۱۱۸  
F= GTGGATGACTGAGTACCT 

R= CCAGGAGAAATCAAACAGAG 
bcl-2 

۱۳۳  
F= CTACAGGGTTTCATCCAG 

R= CCAGTTCATCTCCAATTCG 
bax 

۱۲۳  
F= GAGAAACCTGCCAAGTATG 

R= GGAGTTGCTGTTGAAGTC 
GAPDH 

  
ر  ي ش و ذاتاً متغيار وابسته به آزمايبس  RNAکردن ي ن کميبنابرا 

مختلف تحت کنترل باشند    ي کرد تا پارامترها  ي اديد دقت زياست. با
داده  بتوان  آورد که    ي هاتا  معتبر  يدق  يکيتکن  ازنظربه دست  و  ق 

نظر  آن رفت. صرف  ي ستير زيارتباط و تفس هستند تا بتوان به دنبال 
برا  مورداستفاده  دستگاه  واکنش    ي از  ،  Real-Time PCRانجام 

  د برقرار باشد.يبا يمشخص ي اديبن ي هاشرط 
بررس  ي هاژن   ي برا   Real-Time PCRواکنش   با    يمورد  و 

مرجع ژن  از  شد.    استفاده  به    Real-Time PCR  ي هاداده انجام 
نرم  روش  کمک  به  اکسل  زيآنال  ∆∆CTافزار  فرمول  و  شد  ر  يز 

ا نبودن  يمعنادار بودن و    يمنظور بررسشد. به  ي ل آماريوتحله يتجز
آمارين آزمون  از روش  م  T-test  ي ز  و    P-valueزان  ي استفاده شد 

  د. يمحاسبه گرد
ܥ∆ ௧ܶ௥௘௔௧ = ௚௘௡௘ି௧௥௘௔௧ ܶܥ   ௛௢௨௦௘௞௘௘௣௜௡௚ି௧௥௘௔௧ ܶܥ −

ܥ∆ ௡ܶ௢௡ି௧௥௘௔௧ = ௚௘௡௘ି௡௢௡ି௧௥௘௔௧ ܶܥ 

 ௛௢௨௦௘௞௘௘௣௜௡௚ି௡௢௡ି௧௥௘௔௧ ܶܥ −

ܶܥ∆∆ = ݐܽ݁ݎݐܶܥ∆ −  ݐܽ݁ݎݐ−݊݋݊ܶܥ∆

ℎܽ݊݃݁ܥ ݈݀݋ܨ =  2ି∆∆஼் 

ا   ي هاداده:  ها داده  ليوتحلهي تجز از  ابتدا ين آزمايحاصل  ش 
نرم  و کدگذاردر  وارد  اکسل  و  ي افزار  از  يرا ي و  استفاده  با  ش شدند. 

  ANOVAو آزمون    ي و با استفاده از آزمون مربع کا  SPSSافزار  نرم 

تحل گرفت.  يمورد  خواهد  قرار  حد    عنوانبه  ≥٠P-Value/ ٠٥ل 
از   ي آمار  ي هاانجام آزمون   ي دار در نظر گرفته خواهد شد. برا يمعن
  استفاده شد.  ٢٤نسخه  SPSSافزار نرم 

 
 ها افتهي

  س يلاکتوکوکوس لاکتزات يه ليج کشت و تهي نتا 
توليکروارگانيم ناي سم  کننده   Lactococcus lactisن،  يسيد 

ssp lactis (PTCC 1336)  ط  يساعت در مح   ٧٢، به مدتMRS  
 سوپرناتانتاتاق انکوبه شد. سپس    ي براث کشت داده شد و در دما

درجه    - ٨٠  ي ه و تا زمان استفاده در دمايته  س يلاکتوکوکوس لاکت 
نگهداريسانت نايفعال  يبررسشد.    ي گراد  بايسيت  چاهک    ن  روش 
ا   ي گذار در  شد.  بررسيانجام  توليسينا  ين  توسط  ي ن  شده  د 

توانست منجر به مهار رشد   يعيوس  طوربه،  س يلاکتوکوکوس لاکت 
ه شده  ين تهيسيگردد. اما نا  لوتئوس   کروکوکوسيمه استاندارد  يسو

  ي ل تحرک و فاکتورهايبه دل  س يل يرابيپروتئوس م  ي هاه يسو  ي بر رو
 داشت.  ياندک ي حدت آن، اثر مهار

سميم  يبررس ليزان  پروبيت    لاکتوکوکوس ک  يوت يزات 
با  ACHN(   هيسرطان کل  يرده سلول   يبر رو   سيلاکت روش  ) 

MTT  
  يتوپلاسمي عصاره س ي ن اثرات مهارييتع ي برا  MTTسنجش 
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لاکت   رو  س يلاکتوکوکوس  ه  يکل  يسرطان  ي هاسلول   ي بر 
ACHN  زمان بازه  سه  (اشکال    يدر  شد  انجام   ).۳،  ۲،  ۱متفاوت 

 ي سلول  ي زان بقايمنشان داد که    MTTسنجش    ي آمار  ليوتحله يتجز
شده يت  يسرطان  ي هاسلول   در افزا   ،مار  و  زمان  گذر  غلظت  يبا  ش 

  يتوجهقابل  طوربه   س يلاکتوکوکوس لاکتبدون سلول    سوپرناتانت 

)  IC50حداکثر (  يمي ن  مهارکنندهمقدار غلظت    افته است.يکاهش  
ساعت    ٧٢و    ٤٨،  ٢٤با گذشت    س يلاکتوکوکوس لاکتزات  يل  ي برا 

ترت با  يبه  برابر  تر  يلي ليکروگرم/مي م  ٢٠٢/ ٨و    ٢٣٦/ ٦،  ٥٤١/ ٦ب 
مقاد شد.  نمودارهايگزارش  در  شده  ارائه    صورت به   ٣،  ٢،  ١  ي ر 

  باشد.ي) مSDانحراف استاندارد ( ±ن سه تکرار مستقل يانگيم

  ساعت  ٢٤با گذشت  ACHN يرده سلول ي بر رو س يلاکت  لاکتوکوکوسزات يت ل يسم يبررس ):١(شکل 

  ساعت  ٤٨با گذشت   ACHN يرده سلول ي بر رو س يلاکت لاکتوکوکوس زات ي ت ليسم يبررس):٢(شکل 

  ساعت  ٧٢با گذشت  ACHN يرده سلول ي بر رو س يلاکتوکوکوس لاکتزات ي ت ليسم  يبررس ):٣(شکل 
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  ساعت  ٢٤  يط ACHN يرده سلول ي بر رو س يلاکتوکوکوس لاکت زات ي) ل IC50حداکثر ( يمين  مهارکنندهغلظت  ):۱(نمودار 

  ساعت  ٤٨  يط ACHN يرده سلول ي بر رو س يلاکتوکوکوس لاکت زات ي ) ل IC50حداکثر ( يمين  مهارکنندهغلظت  ):۲(نمودار 
  

    ساعت  ۷۲  يط ACHN يرده سلول ي بر رو س يلاکتوکوکوس لاکت زات ي) ل IC50حداکثر ( يمي ن مهارکنندهغلظت  ):۳(نمودار 
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بيم  يبررس تکن  baxو    bcl-2  يها ژنان  يزان  -Realک  يبا 

Time PCR  
بعد و قبل  ه يسرطان کل يرده سلول baxو  bcl-2 ي هاان ژنيب

ت لياز  با  پروبيمار  از  س يلاکتوکوکوس لاکت ک  يوتي زات  استفاده  با   ،
Real-Time PCR  ي ريق به کارگيقرار گرفت. از طر   يمورد بررس  

ر  يزان تکث يتوان مي م Real-Time PCRنشانگر فلورسنت در روش 
بررس را  نمودار    يژن مورد مطالعه  ر  يتکث   يمنحن  ٥و    ٤نمود. در 

س  ي هاژن اساس  بر  شده  در    Real-Timeواکنش    ي هاکل يذکر 
  باشد.يدسترس م

  

  س يلاکتوکوکوس لاکتزات ي مار با ليقبل و بعد از ت bcl-2مربوط به ژن  Real-Timeر واکنش ي تکث يمنحن ):۴(نمودار 
  

  س يلاکتوکوکوس لاکت زات يمار با ل يقبل و بعد از ت baxمربوط به ژن  Real-Timeر واکنش يتکث  يمنحن ): ۵(نمودار 
  

  Real-Time PCRز آزمون يج آنالي نتا 
داده ي آنال  منظوربه از  يا   ي هاز  آزمون  استفاده    اکسل  افزارنرم ن 

  CT  ،Fold change∆∆موجود با روش   ي ها  CTد و بر اساس  يگرد

ب نسبيو  نتايمحاسبه گرد  يان  آنالي د.  به  مربوط  آماري ج  آزمون    ي ز 
Real-Time PCR   ي هاژن   ي برا  bcl-2    وbax    و    ٣و    ٢در جدول

  آورده شده است. ٧و  ٦ يان نسبينمودار ب 
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  bcl-2ان ژن يبر ب س يلاکت لاکتوکوکوس زات ي ل ر يتأثمربوط به  ي ز آماريج آنال ي نتا :)٢جدول (
House (GAPDH) 

Name CT CT Average CT 

Treat 17.75 17.71 17.73 

Non-Treat 17.92 17.81 17.865 

Gene (bcl-2) 

Name CT CT Average (CT) 

Sample 1 Treat 19.71 19.79 19.75 

Sample 2 Treat 19.42 19.48 19.45 

Sample 3 Treat 19.58 19.51 19.545 

Sample 1 Non-Treat 18.55 18.51 18.53 

Sample 2 Non-Treat 18.48 18.48 18.48 

Sample 3 Non-Treat 18.86 18.91 18.885 

ΔΔCT Method 

Name ΔCT ΔΔCT Fold change 

Sample 1 Treat 2.02 1.355 0.390934822 

Sample 2 Treat 1.72 1.105 0.464902471 

Sample 3 Treat 1.815 0.795 0.576343173 

Sample 1 Non-Treat 0.665 -0.101666667 - 

Sample 2 Non-Treat 0.615 -0.151666667 - 

Sample 3 Non-Treat 1.02 0.253333333 - 

Avg Fold change 0.4773935  

T-Test 

P-value Significant or Not 

0.007232121 Significant 

  
  baxان ژن يبر ب س يلاکت  لاکتوکوکوسزات يل  ري تأثمربوط به  ي ز آماري ج آنالي نتا : )٣جدول (

House (GAPDH) 

Name CT CT Average CT 

Treat 17.24 17.48 17.36 

Non-Treat 17.52 17.28 17.40 

Gene (bax) 

Name CT CT Average (CT) 

Sample 1 Treat 18.71 18.72 18.715 

Sample 2 Treat 18.39 18.36 18.375 

Sample 3 Treat 18.65 18.62 18.635 

Sample 1 Non-Treat 19.51 19.53 19.52 

Sample 2 Non-Treat 19.01 19.05 19.03 
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Sample 3 Non-Treat 19.31 19.36 19.335 

ΔΔCT Method 

Name ΔCT ΔΔCT Fold change 

Sample 1 Treat 1.355 -0.765 1.699369998 

Sample 2 Treat 1.015 -0.615 1.531557997 

Sample 3 Treat 1.275 -0.66 1.580082624 

Sample 1 Non-Treat 2.12 0.225 - 

Sample 2 Non-Treat 1.63 -0.265 - 

Sample 3 Non-Treat 1.935 0.04 - 

Avg Fold change 1.6036702  

T-Test 

P-value Significant or Not 

0.032166818 Significant 

  
ان ژن  ي، ب٦به دست آمده و مطابق نمودار  ي زهايبا توجه به آنال

bcl-2  س يلاکتوکوکوس لاکت زات  يمار شده با ليت  يدر سلول سرطان  
کاهش   کنترل  گروه  به  که    توجهيقابلنسبت  است  داشته 

  bcl-2ان ژن  يسوپرناتانت در کاهش بن  يا   ي ر بالايتأث   دهندهنشان
کمتر از    T-testدر آزمون    P-valueزان  يموارد م  يباشد. در تماميم

  است.ان ين کاهش بيبود که نشان از معنادار بودن ا  ٠٥/٠

ان ژن  ي، ب٧به دست آمده و مطابق نمودار  ي زهايبا توجه به آنال
bax  س يلاکتوکوکوس لاکت زات  يمار شده با ل يت  يدر سلول سرطان  

افزا  کنترل  گروه  به  که    توجهيقابلش  ينسبت  است  داشته 
بالايتأث   دهندهنشان افزا يا   ي ر  در  سوپرناتانت  بين  ژن  يش    baxان 

کمتر از    T-testدر آزمون    P-valueزان  يموارد م  يباشد. در تماميم
  باشد.يان ميش ب ين افزا يبود که نشان از معنادار بودن ا  ٠٥/٠

 

  س ي لاکتوکوکوس لاکت زات يمار با ل يدر حالت ت bcl-2ژن   يان نسبيب  ):٦(نمودار 
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  س ي لاکت  لاکتوکوکوسزات يمار با ل ي در حالت ت baxژن   يان نسبيب ):٧(نمودار 
  

منحن  يمنحن  يبررس و  ژن  :  استاندارد  يذوب   يدارا هر 
ن  يباشد؛ بنابرا ي م  Real-Timeذوب خاص خود در واکنش    يمنحن

د با هم منطبق باشند  يها باک ژن در تمام نمونه ي  ي هاي تمام منحن
منحن تمام  غي و  در  باشند،  قله  تک  ا يها  نتاير  صورت  قابل  ين  ج 

نميپذ واکنش ياطم   منظوربهباشند.  يرش  کار  انجام  صحت  از  نان 

Real-Time آورده    ٩و   ٨ذوب استفاده شد که در نمودار   ياز منحن
و    bcl-2  ي هامربوط به ژن   ي شده است. همان طور که در نمودارها

bax  ب  يها به ترتباشد و تمام واکنش ي د ميي ج مورد تأي آمده است، نتا
  اند.ل داده يک قله تشکي ٨٦/ ٩٤و   ٦/٨٥ ي در دما

  

  bcl-2ژن  ي برا  Real-Timeذوب واکنش   يمنحن ):٨(نمودار 
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  baxژن  ي برا  Real-Timeذوب واکنش  يمنحن ):٩(نمودار 
  

م سنجش  نمونه يجهت  در  هدف  ژن  مطلق  منحنزان    يها، 
داده  از  استفاده  با  .  م شديترس  Real-Timeواکنش    ي هااستاندارد 

به   baxو  bcl-2 ي هاژن  ي برا  ين بررسيدر ا  PCRراندمان واکنش 
  درصد بود. ١٦٦١٧/٨٧و   ٥٦١٦٦/٨٤ب يترت
  

 ي ريگجهيبحث و نت
زات  ي ک ل يتوتوکسين بود که اثر ساياز ا   يحاک  MTTج تست  ينتا

لاکت از    شده استخراج زمان    س يلاکتوکوکوس  گذر  و  آن  غلظت  به 
  يزان مرگ سلوليش غلظت و زمان، م ين، با افزا يدارد؛ بنابرا  يبستگ

  ي ) برا IC50حداکثر (  يمي مقدار غلظت مهارکننده نافت.  يش  يافزا 
لاکت ت  يمتابول گذر    س يلاکتوکوکوس  از    ٨/٢٠٢ساعت    ٧٢پس 

  تر محاسبه شد. يلي ليکروگرم/ميم
در    bcl-2ان ژن  يب  ي درصد  ٨٦/٥٢در مطالعه حاضر، کاهش  

تيکل  يسرطان  ي هاسلول  سوپرناتانت  يه  با  شده  لاکتوکوکوس  مار 
ن سوپرناتانت ير مهم ا ي نسبت به گروه کنترل، نشان از تأث  س يلاکت

  ي درصد ٢١/٦٠ش ين، افزا ياست. همچن   bcl-2ان ژن  يدر کاهش ب
مار شده نسبت به گروه يه تيکل  يسرطان  ي هاسلول در    baxان ژن  يب

  baxان ژن  يش بين سوپرناتانت در افزا يا   ي ر بالاي کنترل، نشان از تأث
  . است 

تکث  ينيسادات حسدر مطالعه ساره   اثر ضد    ي ري و همکاران، 
ن  يسيو نا  س يلاکتوکوکوس لاکت  يتوپلاسمي، عصاره سيواره سلوليد

  D1ن يکليان ژن س يو سطح ب SW480 يسرطان يرده سلول ي بر رو
ج نشان داد که  يشد. نتا  يمار شده بررسيت  يسرطان  ي هاسلول در  

سه با يمقان در  يسيمار شده با نايت  يسرطان  ي هاسلول سرعت رشد  
ديت  يسرطان  ي هاسلول  ماده  دو  با  شده   يداري معن  طور به گر  ي مار 

مار  يت  يسرطان  ي هاسلول   ي زان بقاي ). مp>  ٠٥/٠افته است (يکاهش  
و    يتوپلاسميکروگرم، عصاره س ي م  ٢٠٠٠ن در غلظت  يس يشده با نا

  درصد بود.  ٤٩و   ٤٧، ٣٤ب يبه ترت  يواره سلوليد
ب   Real-time PCRج  ينتا داد که  ن  يکل يس  mRNAان  ينشان 

D1  ي هاسلول در  توجهيقابل طور به SW480 ن  يسيمار شده با نايت
دهد که  ين مطالعه نشان ميج ا ي ). نتاp>  ٠٥/٠افته است (يکاهش  

  ي دارا   ي باکتر  يواره سلولي و د  ي باکتر  يتوپلاسمي ن، عصاره سيسينا
در رده    D1ن  يکليان سيهستند که با کاهش ب  ي ري اثرات ضد تکث

  ). ١٤است (همراه  SW480 يسلول
به   توجه  ميا   ي هاافته يبا  پژوهش،  بقاي ن   يهاسلول   ي زان 

تيکل  يسرطان سوپرناتانت  يه  با  شده  کاهش   داري معني   طوربهمار 
 يهاژن ان  ينشان داد که ب  Real-time PCRج  ي ن نتايافت. همچني

bcl-2    وbax   مار شده با سوپرناتانت ي ه تيکل  يسرطان  ي هاسلول در
لاکت ترت  س يلاکتوکوکوس  به  کنترل  گروه  به  و  ينسبت  کاهش  ب 

  افت. يش يافزا 
نشان دادند که   ٢٠٢٢و همکاران در سال    ييمايدر مطالعه کر

معادل    IC50ق ما نشان داد که با  يدر تحق   يت سلوليسم  ي هايبررس
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پس   س يلاکتوکوکوس لاکتسوپرناتانت    تريلي ليمکروگرم/يم   ٨/٢٠٢
ه  يکل  يسرطان  ي هاسلول ر  يساعت قادر به سرکوب تکث   ٧٢از گذر  

)ACHNب بود.    ٨٦/٥٢کاهش    ي ايگو  baxو    bcl-2  ي هاژن ان  ي) 
در   baxان ژن يب  ي درصد  ٢١/٦٠ش  يو افزا  bcl-2ژن ان يب ي درصد
تيکل  يسرطان  ي هاسلول  سوپرناتانت  يه  با  شده  لاکتوکوکوس  مار 
  ). ١٣است (نسبت به گروه کنترل  س يلاکت

YUSI ERA    نشان دادند که هدف    ٢٠٢٢و همکاران در سال
فعالييتع  ياصل تکث ين  ضد  باکتر  ي ريت  لاکتوکوکوس    ي عصاره 
مقابل    س يلاکت نتا  HTB-179ه  ير  يسرطان  ي هاسلول در  ج  يبود. 

خام   عصاره  که  داد  لاکتنشان  اثر    ي دارا   س يلاکتوکوکوس 
معادل    IC50با    HTB-179ه  ير  يسرطان  ي هاسلول ک بر  يتوتوکسيس

ق  يتحق  ي هاداده تر بود، و با توجه به  يلي ليکروگرم در مي م  ٢٧/ ١٩٩
زان  ي منشان داد که    MTTسنجش    ي آمار  ليوتحله يتجزحال حاضر،  

ش  يبا گذر زمان و افزا   ، مار شدهيت  يسرطان  ي هاسلول   در  يسلول  ي بقا
سلول  غلظت   بدون  لاکت سوپرناتانت    طور به  س يلاکتوکوکوس 

است.يکاهش    يتوجهقابل غلظت    افته    يمي ن  مهارکننده مقدار 
،  ٢٤با گذشت    س يلاکتوکوکوس لاکتزات  ي ل  ي ) برا IC50حداکثر (

ترت  ٧٢و    ٤٨ به  با  يساعت  برابر    ٨/٢٠٢و    ٢٣٦/ ٦،  ٥٤١/ ٦ب 
  ). ٢١شد (گزارش  تر يلي ليمکروگرم/يم

کل BCL-2 خانواده تنظ   ي دينقش  مسيدر  آپوپتوز  يم  ر 
اعضاM. O. Hengartner(  کنديمفا  يا   ي توکندريم و شامل   ي,) 

  Bcl-2  ،Bcl-xl  ،Bcl-W  ،Mcl-1  ،A1  ،Bax (Bcl) مانند  ي اريبس
 ي انواعرا به    هاآن   تواني مدر آپوپتوز،    هاژن . با توجه به نقش  شوديم

و عامل ضدآپوپتوز   از عوامل م   اشاره کرد.  پرواپوپتوز  ، هاآن ان  يدر 
Bax/Bcl-2  جفت  ي را   کنندهم يتنظ ک  هستند.  يآپوپتوز  مهم  و  ج 

انجام    نيبنابرا   يهاي باکتراز    تواني مشتر  يب  ي هامطالعهبا 
ک ضد سرطان  يوتيک محصول پروب ي  عنوانبه   س يلاکتوکوکوس لاکت 

به بهبود    توانندي م  جي نتا  ن يا .  استفاده نمود  ه يکلدر درمان از سرطان  
 يهاو توسعه روش  يسرطان  ي هاسلول بر    هاک يوتي پروب  راتيدرک تأث 

پ  نينو و  درمان  کمک    ي ري شگيدر  سرطان  (از    ).٢٢- ٢٥کنند 
ا   قيتحق  ي هات يمحدود پژوهش  يدر   يي هات يمحدودبه    توانيمن 

 ي انسان ا ي يوانيح ي هامدل ي جابه  يسلول ي هامانند استفاده از مدل 
  اشاره کرد.

طر   يشگاهيآزما  مطالعاتدر   سنجش RT-PCR  قياز   يها، 
شد که در آپوپتوز    دييتأشتر  ي، بIF  ي هالکه ص  يوسترن بلات، و تشخ

مل  يناش HK-2 ي هاسلول  بيتياز  سطح    طور به  Bax ان ين، 
  افت.  يکاهش  توجهيقابل  طوربه Bcl-2 ش ويافزا  توجهيقابل

  
  گيرينتيجه

  با ن يوسي ن باکتريا  ،)nisAن (محصول ژن يسي، نايکروبيضد م 
چند  دشدهيتولد  ينواسيآم   ۳۴ سويتوسط  از  ين  لاکتوکوکوس  ه 
مواد  در    يعيطب   دارندهنگه ک  ي  عنوانبه  توانديمن  يهمچن   س يلاکت
  nisK،  يدوجزئگنال  يانتقال سستم  يس  ي هاژن استفاده شود.    ييغذا 
س  يلاکتوکوکوس لاکت ن، به کروموزوم  يسينا  ي، از خوشه ژنnisRو  
منفيسي(نا  MG1363س  يموريکر   رگونهيز شدندين  وارد  اثر  .  ) 
متاستاز  يسينا و  آپوپتوز  بر  انسانيکارس  ي هاسلول ن  مثانه  و    ينوم 

ت  يزان سم ي ن ميشتريبشد.    مشاهده)  ACHNه (يکل  ي نومايکارس
ن دوز  يدر معرض بالاتر  هاسلول مشاهده شده است که    يزمان  يسلول

گرفتنديسينا قرار  ژن يب  يسرطان  ي هاسلول در    . ن   يهاان 
 bax،  bcl-2  نا معرض  در  قرارگرفتن    يتوجهقابل  طوربه ن  يسيبا 

پيافزا  نتايبنابرا   دا کرد.يش  فاکتورهاي ن،  داد که  نشان   يج مطالعه 
 م آپوپتوزيدر تنظ   ي دي نقش کل bcl-2 و bax کننده آپوپتوزم يتنظ

RTECs  اهداف  ي  ي برا   ي مرجع نظر  و  ن دارنديتياز مل  يناش افتن 
  .است  AKI هيب حاد کليآس و درمان ي ريشگ يپ  ي برا  ديجد

  
  :  يتشکر و قدردان

ن  ياند، در ا داشته   ي ن مطالعه همکاريکه در ا   ي افراد  ياز تمام
قدردان سپاسگزار  يقسمت  حاصل يا   .گردديمژه  يو  ي و  مقاله  ن 

"  ارشد تحت عنوان  يکارشناس نامهان يپا يقاتياز) طرح تحق ي(بخش
ل يتأث پروب ير  لاکتيوت يزات  لاکتوکوکوس  (+ يک  ب  )NISس  ان  يبر 
مصوب   "  هيسرطان کل يرده سلول ضد آپوپتوز   bcl-2و  bax ي هاژن

  . است واحد ساوه  يدانشگاه آزاد اسلام
  تضاد منافع:  

  تضاد منافع وجود ندارد.  گونهچ ي هن مقاله يسندگان ا ين نويب
  ق: يتحق يت ماليحما

ا   ي برا  تحقيانجام  پژوهش  ماليچ حمايه  يقين  فرد    يت  ا  ياز 
  افت نشده است.يدر يا دانشگاهيسازمان 

  : يملاحظات اخلاق
  کد اخلاقواحد ساوه با    يق مصوب دانشگاه آزاد اسلامين تحقيا 

IR.IAU.ARAK.REC.1403.165  است.  
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Abstract 
Background & Aims: Today, Lactococcus lactis bacteria play a key role as a probiotic in the treatment 
and prevention of cancer. Additionally, bacteriocins-producing strains of Lactococcus lactis are able to 
inhibit the growth of a wide range of bacteria, especially antibiotic-resistant strains. The aim of the 
present study was to investigate the effects of probiotic lysate of Lactococcus lactis (+NIS) on the 
expression of anti-apoptotic genes in renal cancer cell lines. 
Materials and Methods: After isolating and examining 60 strains of Proteus mirabilis through 
diagnostic and biochemical tests, Multiplex PCR was performed to identify anti-apoptotic genes in renal 
cancer cell lines. After culturing and preparing the supernatant of nisin-producing Lactococcus lactis 
(PTCC1336), its activity was examined by plating on agar. Using Real-Time PCR, the expression of 
AcrB gene in Proteus mirabilis strains treated with supernatant was examined. 
Results: After the cytotoxicity studies of this supernatant, the relative expression of bcl-2 and bax genes 
in kidney cancer cells was studied. Nisin prepared for Proteus mirabilis strains had a slight inhibitory 
effect due to its mobility and virulence factors. MTT assay analysis showed that the cell survival rate in 
treated cancer cells decreased significantly with the passage of time and increased concentration of 
Lactococcus lactis cell-free supernatant. Among the 60 Proteus mirabilis samples, 37 samples had the 
AcrA gene, 59 samples had the AcrB gene, and 58 samples had the Urea gene. According to the analysis 
of MTT test data, the half-maximal inhibitory concentration (IC50) for this supernatant was calculated 
to be 202.8 μg/ml after 72 hours. 
Discussion: The results showed a 52.86% decrease in bcl-2 gene expression and a 60.21% increase in 
bax gene expression in treated cancer cells compared to the control group. Cytotoxicity studies in this 
research showed that with an IC50 of 202.8 μg/ml, the supernatant was able to suppress the proliferation 
of renal cell carcinoma (ACHN). The study demonstrated that probiotic lysate Lactococcus lactis (+NIS) 
affected genes related to apoptosis in renal cancer cells. These lysates were able to reduce bcl-2 gene 
expression and increase bax gene expression, indicating the induction of apoptosis in cancer cells. 
Keywords: Proteus mirabilis, Lactococcus lactis, Nisin, Kidney cancer, Probiotic 
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