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 مقاله پژوهشي 

  ي ضد سرطان ي ها ژنان ي بر ب يبوم يهاپروبيوتيک ري تأث
 bax/ bcl2 يسرطان ي سلول HT-29  با روشReal Time PCR  
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 ده يچک

گذارد  ي ر ميد و مضر روده تأثي مف يهاي بر تعادل باکتر هاپروبيوتيک  م در انسان است.يبدخ  يتومورها نيترع يشااز   يکيتال کولور کسرطان  :هدف و  نهيزمشيپ 
بر   يبوم   يهاپروبيوتيک   ريتأثش رو؛  ي لذا هدف از مطالعه پ.  دهندي ر مييتغ  اثرات سلامت بخشجاد  يو ا  ديمف  يهاي ت باکتري ش جمعي ن تعادل را به نفع افزايو ا

  . است Real Time PCRبا روش  HT-29 ي سرطان يسلول دي با bcl2و   bax ي سرطانضد  يهاژن ان يب
. آزمون  گرددي مانجام  cDNAو سنتز  RNAاستخراج  يکيوتيمار آن با عصاره پروبيو ت HT-29 ي سرطان يهاسلول ن مطالعه پس از کشت يدر ا  :هاروش مواد و 

Real-Time PCR  يسرطانضد    يهاژن مخصوص    يمرهايبا استفاده از پرا  bax    وbcl2    در دستگاهcorrbet  ن آزمون  يد. همچنيانجام گردMTT  ي بررس  منظوربه  
  د. ي انجام گرد ي ک بوميوتيته عصاره پروبيسيتوکس

افزا   :هاافتهي به دوز    صورتبه   هاسلول باعث کاهش زنده ماندن    موردمطالعه   عصاره ش غلظت  يآزمون نشان داد که  عصاره    ي برا  IC50ر  ي. مقادشوند ي موابسته 
برابر    لاکتوکوکوس رامنوسوساز سلول  يمار با سوپرناتانت عار يتحت ت يهاسلول در  bcl2و   bax يهاژن زان ين ميمحاسبه شد. همچن ٣٠٠ ug/ml يکيوتيپروب

برابر در    ٤٤٧/١ مقداربه  bcl-2 ان ژنيزان بيبرابر و م ٣٤٤/١ مقداربه  bax ان ژنيزان بيم( ن دو ژن است.يان ا يش بيافزا  دهدي مبود که نشان   ٤٤٧/١و   ١/ ٣٤٤
  . (p<0.05) افتيش  ي مار نسبت به گروه کنترل افزايگروه ت

  عنوان به   هاپروبيوتيک توان از  ي رسد م ي ، به نظر مbcl2و   bax يهاژن ان  يش بيو افزا MTT ک در تستيوتيت کم عصاره پروبيسمبا توجه به    :يريگجه ينتبحث و  
ن  يراهکار نوک  ي  عنوانبه توانند  ي م   يبوم  يهاپروبيوتيک دهند که  ي ها نشان م افته ين  ياستفاده کرد. ا  يگوارش  يهاو درمان سرطان   يريشگي در پ  يدرمان   يهامکمل 
 د. رنيقرار گ مورداستفادهاز سرطان کولون  ير يشگيدرمان و پ يکم برا ير بالا و عوارض جانبيبا تأث ي درمان

 assay MTT ،Real-Time PCR  سرطان کلون، ان ژن،يب ک،يوتيپروبعصاره  :هاه واژديکل
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  مقدمه
  بر اساسدر جهان است.    ر يوممرگ   ياز علل اصل  يکيسرطان  

  ٢١  ش ازي، ب٢٠٣٠تا سال    يسازمان بهداشت جهان  ي هاي نيبش يپ
از   يناش  ريوممرگ ون  ي ليم   ١٣ش از  يد سرطان و بيون مورد جديليم

مطالعات متعدد   باوجود. )١( افتديمسرطان در سراسر جهان اتفاق 
اثرات  يدر زم  درباره    ي بر سرطان، اطلاعات محدود  هاپروبيوتيک نه 

 
 ران ي ا ،رجانيس ، ياسلام آزاد  دانشگاه ، رجاني س واحد ، يمولکول  و ي سلول  يشناس  ستيز گروه   ،ارشد ي کارشناس ١
 ول) ئ مس  سندهينو( راني ا ، رجانيس  ،ياسلام آزاد دانشگاه  ،رجانيس  واحد ،يولوژيکروبيم گروه  ٢
 ران ي ا ،تهران ، ياسلام آزاد دانشگاه  ، قاتيتحق  و علوم   واحد ،يدامپزشک گروه   ،يدامپزشک ياحرفه  ي دکترا يدانشجو ٣
 ران يا ، شهربابک ، ياسلام آزاد  دانشگاه  ، شهربابک  واحد ،يولوژيکروبيم گروه  ٤
 ران ي ا ،ساوه  ،ياسلام آزاد دانشگاه  ،ساوه واحد  ،هيپا  علوم  دانشکده  ،يولوژيکروبيم گروه  ٥

تنظ  يبوم  ي هاپروبيوتيک اثر   بيبر  در    bcl-2 و bax ي هاژن ان  يم 
دارد HT-29 يسرطان  ي هاسلول  ن   سرطان.  وجود  بزرگ  ز  يروده 

است   يت فراوانياهم  ي ع در جهان دارا ين سرطان شايسوم   عنوانبه
به سرطان روده    مبتلا  ماراني روده در ب  ي وتايکروب ي م  راتييتغ  .)٢(

بس مطالعات  در  (شده گزارش    ي اريبزرگ   يهاپروبيوتيک   .)٣اند 
ا   ييايباکتر  ي هابر سوش   يمبتن  ي تجار تغيبا  ژنومييجاد  و    يرات 
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سازمان    دييتأبوده و مورد    يک و بدون عوارض جانبيژنت  يمهندس
خواهند   مؤثرتر شتر و يب ييبوده و سبب کارا  يجهان ييو دارو ييغذا 

وم  ي کروبيمخود (ست  يدر محل ز  يبوم  ي هاپروبيوتيک که  يشد در حال
، در  يرات ژنومييو جدا از تغ يکياکولوژ  ي روده) در منطقه با سازگار

 يهانه يزم در    ييکنواخت و ثابت با قدرت و توانايط  يط با شرا يمح
. اندداده قرار   مورداستفادهت و  يرا تقو  يستيمنطقه ز  همان   از يموردن
مهميوت يپروب  ي هاي باکتر نقش  سرطان    يک،  به  ابتلا  کاهش  در 

  توانيم.  )٤کنند (يمفا  يا   تواننديمکولون و درمان سرطان کولون را  
از   استفاده  در   هاآن  يآگهش يپماران نسبت به  يب  يکيژنت  سابقهبا 

ص  يافراد در معرض ابتلا با تشخ  ي زان بقايم   يکيافراد با سابقه ژنت 
زنده    ي هاسميکروارگانيم  هاپروبيوتيک   .ش داديافزا   ي ماريب   زودهنگام 

مف با    ي ديو  که  و  يح  يگوارش  ي هام يآنز بر    ر يتأث هستند  وانات 
،  يشگاهيط آزمايدر داخل بدن و شرا  زا سرطان ، مهار عوامل هاانسان

ترک  هالوسيون سرکوب   در    القاکنندهبات  يو  تومورها  و  سرطان 
آزمايح ا   ي مؤثرنقش    يشگاهيوانات  با سرطان  مقابله  فا  يدر جهت 
  . )٤کنند (يم

کليپروتئ   عنوانبه  BAX ن يپروتئ آپوپتوز    ي دين    القاشدهدر 
  BCL2آپوپتوز عمل کرده و    ير داخلي توسط عوامل مختلف در مس

مختلف آپوپتوز از    ي هامحرک ک در پاسخ به  يآپوپتوت  يک اثر آنتي
.  )٥دارد ( ي توکندرياز م Cتوکروم  ياز رها شدن س ي ريق جلوگيطر
دخ  ي هاژن   ازجمله  bcl2و    bax  ي هاژن مسيمهم  در  ر  يل 

شمار    ييا يتوکندريم به   يهاسلول در    ازآنجاکه.  رونديمآپوپتوز 
رشد    ي برا   هاسلول و    خورده همبه ر و اپوپتوز  ي ن تکثيتعادل ب   يسرطان
ارتباط مستقيخود ن   هيرويبر  ي و تکث   يمي از به مهار آپوپتوز دارند، 

  .)٦دارد (شدن وجود  يند سرطانيو فرا  هاژن ن  يان ا يان بيم
بررسيبنابرا   ازجمله   توانديم  هاژن ن  يا   يانيب  ي رهاييتغ  ين 

تشخي  يدرمان   ي هاهدف  شمار    ي هامطالعهدر    يصيا  به  سرطان 
  bcl2  و  bax  ي هاژن  يانيب  ي رهايين مطالعه تغيدر ا   رونيازا .  روديم

ميو همچن  يسرطان  ي هاسلول در   معنادار  ارتباط  ا ين وجود  ن  يان 
ماران،  يسن و جنس ب ازجمله ي ماريمختلف ب ي رها و پارامترهاييتغ

ب وضعي ماريمرحله  اوليافتگيز يتمات  ي،  تومور  مکان  و  اندازه  ه  ي، 
است که منجر به    ي ک ژن پروآپوپتوزي  bax).  ٦گردد (يم  يبررس

سلوليپ مرگ  پروتئ ي م  يشبرد  و  القا  Baxن  يشود  مرگ    ي سبب 
  ن يپروتئ  ي ط عاديشود. در شرا يم  هاسلول در    شدهي زيربرنامه  يسلول
Bax  طر از  ميعمدتاً  از  مجدد  انتقال  س  ي توکندريق  توزول  يبه 

تواسال در بدن وجود دارد  يس   طوربه   BCL2L1 / Bcl-xL  لهيوسبه
سطح انباشت  از  غشا  يسم  Bax  و    ي توکندريم  يرونيب  ي در 

شرا ي م  ي ريجلوگ تحت  استرس،  يکند.  تغيط  سازگارييک  رخ    ي ر 
انتقال به غشايم منجر    شود کهيم  ييايتوکندر يم  ي دهد که باعث 

شود  ي باعث آپوپتوز م  ازآنپس شود که  ي م  cتوکروم  يبه آزاد شدن س 

ناش  هاپروبيوتيک.  )٧( اسهال  درمان  باکتر  يدر  پاتوژن    ي هاي از 
کولون نقش    ي هاو سرطان  ريپذک يتحر مانند سندرم روده    ي ا روده 

) پروب .  )٨دارند  اثر  تول يوت ينوع  به   ازنظر فعال    ي هامتابوليت د  يک، 
مولکول ي  هاآن   ييايمي وشيب ا   ي هاا  سطح  بر  ن  يموجود 
اجزا يها  سميکروارگانيم از    ي ا  (  ي بستگ  هاآن مترشحه    .)٩دارد 

ره  ي د چرب با زنجيشامل اس  يمواد مختلف  هاپروبيوتيک ،  يطورکلبه
سوکس لاکتات،  استات،  مثل  بوتي کوتاه  و    H2O2رات،  ي نات، 

گرم    ي هاي باکتر  ي کنند که هم رويد مين تول يوسيباکتر  ي هاب يترک
روده،    يکروبيل فلور ميگذارند و با تعدياثر م  يمثبت و هم گرم منف

کنند و عموماً از  ي زبان اعمال مي سلامت م  ي را بر رو  ي دياثرات مف
سم  يمکان . )١٠شوند (ي زا محسوب مي ماري ر بيبوده و غ  يمنابع انسان

 يبرا   ييهاسم يمکان  يست، ولين  شدهشناختهکاملاً    هاپروبيوتيک اثر  
انسان   ي هاي ماريدر ب  هاآن   يکننده و درماني ري شگيه اثرات پ يتوج

شده  يپ (شنهاد  حاضر    .)١١است  مطالعه  از    ر يتأثهدف 
ب   يبوم  ي هاپروبيوتيک  سرطان  ي هاژن ان  يبر    bax/ bcl2  يضد 

  است. Real time PCRبا روش   HT-29 يسرطان يسلول
  

  هاروشمواد و 
 HT-29 يک و رده سلوليوت يه پروبي ه سويته

از    لوس رامنوسوسيلاکتوباس  يکيوتي ه پروبين مطالعه سويدر ا 
م يکلکس با ي انست  يکروبيون  تهران    ATCC 53103  کد  توپاستور 

ته يل يلئوف  صورت به گرد يزه  جهت  يه   يترکبـا  ي سازآماده د. 
با  شدهکشته ابتدا  حرارت،  رامنوسوسيلاکتوباس  ي ترکبـا  در    لوس 

درجـه    ٣٧  ي دماساعت در    ٢٤به مدت   MRS broth  شت کط  يمحـ
ون  يسوسپانسشــت داده شــدند. بــه دنبــال آن از  ک  گراديسانت

از سانتر  استفاده  ه  يقه رسوب تهيدور در دق   ٥٠٠٠وژ در دور  ي فيبا 
 PBS ن بار بايچند   شدهه يتهرسوب   جـدا شـد.  ييروع  يشد و ما

و   شد  داده    ١٠٠٠و    ٨٠٠،  ٦٠٠،  ٤٠٠،  ٢٠٠  ي هاغلظت شستشو 
قه در  يدق  ٣٠ه شد و سـپس بـه مـدت  يته  تر ي ليليم کروگرم بر  يم

سرطان    يحرارت داده شـد. رده سلول  گرادي سانتدرجه    ٨٠  ي دما
) انسان  انست cell line  HT-29کلون  از  ا ي)  کد  ي توپاستور  با  ران 
NCBI C135  ابتدا  يگرد  ي داريخر ط کشت  يدر مح  ي هاسلول د. 
RPMI1640  )Biosera; USA  (با    شدهي غنv/v  ۱  نيل يس  يپن -

و  يسيسترپتوماا  جن  ٪۱۰ن  (يسرم  گاو  -fetal bovine serumن 

FBSدما در  و  شدند  داده    ٪ ۵و    گراديسانتدرجه    ۳۷  ي ) کشت 
  د.رطوبت قرار داده ش

تست   پروبي سو  MTTسنجش  رويوت يه  بر  رده   يک 
  HT-29 يسلول

ســــلول    يشـندگکاثـرات    يبررس  منظوربه   ي باکترعصـاره 
از روش رنگ    HT-29  يسلولرده    ي رو  لوس رامنوسوسيلاکتوباس



 و همکاران آيدا پورخراسانی   Real Time PCRبا روش  HT-29سلولي سرطاني  bax/ bcl2ضد سرطاني  یها هاي بومي بر بيان ژن تأثير پروبيوتيک 
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(MTT  )Tetrazolium Test  Microculture  يسنج  (Sigma 

Aldrich, Germany( ٦٠٠،  ٤٠٠،  ٢٠٠  ي هاغلظت   .استفاده شد  ،
بر  ي م  ١٠٠٠و    ٨٠٠ بـا  تريلي ليمکروگرم  سلول  عصاره    ي ترکاز 

زمان  شدهکشته فاصله  در  حـرارت  رو  ٢٤  يبـا  بـر  رده    ي ساعت 
شدند.  يت  HT-29  يسـلول فــوق،  مار  زمان  گذشــت  از  بعــد 
رنگ  آن  خارج شد و به    دقت به  ي ا خانه  ٩٦ت  يپل  ي هاچاهک  ي محتوا 
MTT   ط يساعت تحت شرا   ۴اضافه شد و به مدتCO2%۵    درصد
،  MTTنگه داشته شد. سپس رنگ    گراديسانتدرجه    ۳۷  ي و دما

و    ي جداساز   لهيوسبه  دشده يتولفورمازان    ي هاستال يکرشد 
 ها نمونه جذب    ت يدرنهاد. يزوپروپانول حل گرد يزنده در ا   ي هاسلول 

از دسـتگاه   اسـتفاده  در  يالا  گـرقرائـت با  نانومتر    ٥٧٠  موجطول زا 
  ر محاسبه شد: ي سلول توسط فرمول ز يزان کشندگيقرائت شد و م

  ي هاسلول  ي کنترل بر جذب نور ي هاسلول  ي (جذب نور×١٠٠
  ي سلول ي زان بقايمار شده) = م يت

م يهمچن دوز  ين  کشندگ  ٥٠زان   IC50  )Half  يدرصد 

maximal inhibitory concentration ۱۲شد (ز محاسبه ي) ن(.  
  

روش    bcl2و    bax  يها ژن ان  يب  يابي ارز  Real Timeبا 

PCR 
بـا استفاده از روش   bcl2و  bax  ي آپوپتـوز ي هاژن ان  يب  زانيم

Real Time PCR استخراج ده شد.ي سنج  RNA  يهاسلول از کل 
 ،RNA )RNX-Plus استخراج  ت يک مار شده و نشده با استفاده ازيت

-RNX از محلول  تريلي ليم  ١در    هاسلول انجام شد. رسوب   )ناژنيس

Plus )CinnaGen(    ي قه در دماي دق  ١٥تا    ١٠اضافه شد و مدت  
  اتاق قرار داده شدند. 

  کلروفرم افزوده شد وتر يکرول يم  ٢٠٠سپس به هر نمونه مقدار 
فوژ  ي قه سانتريدق  ١٥به مدت  rpm  ۱۳۰۰۰دور قه در يدق ٥بعد از 

  زوپروپانول يآن ا   حجمهم برداشته شد و    يآرامبه   ييشدند. محلول رو
)Merck  (دور  آلمان در  سپس  و  مخلوط  کاملاً  و   rpm اضافه 

تر  ي کروليم  ٥٠فوژ شدند. در انتها رسوب حاصل در  يسانتر ۱۳۰۰۰
از    ين روش مولکوليا   ي برا زه اتوکلاو شده حل شد.  ي وني مقطر دآب  

و از    يکنترل منف  عنوانبه )  RNA(  يکيژنتفاقد ماده    MTCمحلول  
  کنترل مثبت استفاده شد.  عنوانبه  GAPDHمخلوط 
جذب    ي ريگاندازه  RNA ت استخراجيف ين مقدار و کييتع  ي برا 

فتومتر  )Optical Density: OD(  ي نور   -   Eppendorf(  توسط 
  ز سنت ي برا  شدهاستخراج  RNA از کروگرميم ک ي   انجام شد. آلمان)

cDNA سنتز  ت يبا استفاده از کcDNA )Bioneerي، کره جنوب( 
در   bcl2 و  bax ي هاژن ان  يزان ب يم   يبررس  منظوربه.  به کار رفت 

 
1 Syber green 
2 Amplification 

ت   پس   HT-29 ي هاسلول  ک مارياز  از   )QIAGEN(  ت ي، 
QuantiFast SYBR Green دستگاه  Real time و 

PCR  )QIAGEN -شد کا)يآمر ا استفاده  در  برا ي.  مطالعه   ين 
خانگ  ي ها ژن  ي ا سهيمقا  يبررس ژن  با    GAPDH  يمذکور 

)Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) (House 

keeping( جدول شد.  در    مورداستفاده مر  يپرا   يتوال  ١- استفاده 
  .)١٤, ١٣دهد (يممطالعه حاضر را نشان 

با    )Duplicate( ييدوتا  صورت به   Real time PCR واکنش  
ن  يدر ا . ن انجام شديبرگريسنتز شده و سا ي ها cDNA ي ريبکار گ

از   μM ١٠،  cDNA نانوگر  ٢٠با    هاميکروتيوپ از    هرکداممرحله  
با  يپرا  از کيکرول ي م  ٥/١٢مرها  بر  يسا  ي حاو  RealQ plus  ت يتر 
ر بود:  يز   صورت به  Real time PCR طيشرا   و   دما    .شد  آماده  نيگر

ن  يا  ي قه که طي دق ١٠به مدت  گراديسانتدرجه  ٩٥ه ياول يگرماده
.  شودي مفعال  ) Hot start Taq polymerase(مراز ي پل Taq مرحله

  ي ه، دمايثان  ١٠به مدت    گراديسانتدرجه    ٩٥  ي در هر چرخه دما
چرخه ادامه   ٤٠ يطه بود که  يثان ٣٠به مدت  گرادي سانتدرجه  ٦٠

  .)١٤, ١٣داشت (
در هر چرخه   ٢ون يکاسيف   يزان آمپليم ١ن يبرگريبا استفاده از سا
علامت   ي ا رشته دو   DNA ن با اتصال بهيبر گري دنبال شد. رنگ سا
ر وارد  ي که واکنش تکث  ي ا چرخه ). در  ١٥کند (ي مفلورسانت ساطع  

زان  يم   شوديمگفته   3Ct ، که تحت عنوانشوديم  يتميمرحله لگار
  ج ينتا   دار بودنيمعن  يبررس  .شوديم  ي ريگاندازه ش محصولات  يافزا 

  ي امارهيت  از   هرکدام   ي برا   هاش يآزما انجام شد.  T-test  آزمون   توسط
در شکل    ٧٢و    ٤٨  يزمان و  تکرار شدند  بار    ١ساعت حداقل سه 

است  Real time PCR ي هايمنحناز    ي ا نمونه  شده  -P .آورده 

value ي هاژن ار  ين و انحراف معيانگيسه م ياز مقا  ذکرشده bax و 
bcl2 ن و انحراف  يانگيسه مين مقايسه با گروه کنترل و همچن يدر مقا

با   )bcl2  )bax/bcl2 ار ژنيانحراف معن و  يانگ يبا م  baxژن  ار  يمع
ل  يق فرمول ذ يان ژن از طريزان ب ي . مبار تکرار به دست آمده است  ٣

  د: يمحاسبه گرد
ΔCt (15) = (Ct Target gene - Ct Reference 

gene) و   ΔCt (Treatment) = (Ct Target gene - Ct 

Reference gene)      

ΔΔCt= (ΔCt treatment - ΔCt Control)      

Relative fold change = 2-Ct 

  هاافتهي
تما  HT-29  ي هاسلول کشت   و  رشد  از  تحت   هاسلول ز  يبعد 

تست  از  نشان داده شده است.    ١در شکل    يکيوت يمار با عصاره پروب يت

3 Threshold cycle 
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assay  MTT   عصاره  يسلول  ت يسم  ت يسم  ي ريگاندازه  ي برا  
ش غلظت يافزا نشان داد که    گونهن يا   جياستفاده شد و نتا  يکيوتي پروب

وابسته    صورت به  هاسلول باعث کاهش زنده ماندن    موردمطالعه  عصاره

  عصاره  ي برا   IC50  ري مقاد.  شونديم)  Dose Dependent(به دوز  
  ). ۱(نمودار  شد يابيو ارز  سبهمحا ug/ml  ۳۰۰ يکيوتي پروب

  
  Real Time-qPCR ي برا  شدهاستفاده  ي مرهايپرا ): ۱( جدول

Location Sequence (5'-3') Strand Tm °C Purification 
Primer bcl-2: Amplicon Size = 119 bp 

951553-951648 
GTGGATGACTGAGTACCTGA Forward 59.3 DESALT 

AGCCAGGAGAAATCAAACAGA Reverse 58.4 DESALT 
Primer bax-2: Amplicon Size = 152 bp 

456312-478926 
TTTGCTTCAGGGTTTCATCC 

CAGCTCCATGTTACTGTCCA 

Forward 55.9 DESALT 

Reverse 56.8 DESALT 
Primer GAPDH: Amplicon Size = 102 bp 

154148-154228 
CAGGTCAATCTTCACTTC Forward 63.3 DESALT 

ATGATCCACAGTAGCG Reverse 61.3 DESALT 

   

  ييايباکتر ي هامتابوليت  با ماري ت از بعد و قبل HT-29  يرده سلول ):١(شکل 
)A  وB .( ٤٢ ي هاپليت  در  ش يآزما زمان در نشده ماريت ي هاسلول ) خانهC(  يسلول ماريت جهت  افتهيزيتما ي هاسلول )D .( شده ماريت ي هاسلول  

  ساعت. ٤٢ مدت به ييايباکتر ي هامتابوليت  با
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  ک يوت يمتفاوت عصاره پروب ي هاغلظت در اثر اعمال   HT-29 يسرطان ي هاسلول درصد زنده ماندن  ):۱نمودار (
  

تعداد آزما  سه  به  ژنيب  در   ش يتکرار    ري تأثتحت    bcl2  ان 
و با استفاده از    لاکتوکوکوس رامنوسوساز سلول    ي سوپرناتانت عار

  )٢(  ر در شکليتکث   يکه منحن  سنجش شد Real time PCR  فن
  ٧٩/٨٦  ي مرها دماي ر پرا ين دما جهت تکث يکه بهتر  است   مشاهدهقابل

  baxژن    ي ن دما برا يکه بهتريبوده است، در حال  گراديسانتدرجه  
  درجه بوده است. ٩٤/٨٨ ي دما

در    bcl2و    bax،  يکنترل داخل  ي هاژن در    Ctزان  يبا محاسبه م
بوده    داريمعن  ي آمار  ازلحاظمار  يمار شده و فاقد تيت  ي ها  ي هاسلول 

مار با سوپرناتانت يتحت ت  ي هاسلول در    bcl2زان ژن  يم  درواقعاست،  
بود که نشان    ١/ ٤٤٧برابر    رامنوسوس  لاکتوکوکوساز سلول    ي عار

ش  يافزا   برابر   ٤٤٧/١ مارير تيمار نسبت به غ يت  ي هانمونه ژن    دهديم
(ي است  حالP=    ٠/ ٠٢٥افته  در  مي )  بي که  ژن  يزان  در    baxان 

ت  ي هاسلول  عاريتحت  با سوپرناتانت    لاکتوکوکوس از سلول    ي مار 
در    مؤثرژن    )٣(شکل    دهديمبود که نشان    ١/ ٣٤٤برابر    رامنوسوس

غ يت  ي هانمونه آپوپتوز   به  نسبت  تيمار  ش  يافزا   برابر   ٣٤٤/١ ماري ر 
  .)P= ٠٤/٠افته است (ي

  

  Real Time PCRدر واکنش    bcl-2ژن   ري تکث  يمنحن ):٢(شکل 
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  Real Time PCRدر واکنش   baxر ژن يتکث  يمنحن ):۳شکل (
  
  بحث
ار  کراه  ک يجاد  يجهت ا   يبوم  ي هاپروبيوتيک عصاره از    توانيم

درمانينو تأ  ين  جانبيثبا  عوارض  بالا،    ازنظر  خطريبن،  ييپا  ير 
متناسب با فلور   يدرمان جانب  عنوانبها يمتر و کنه ي و هز يکيولوژيب

  از سرطان   ي ري شگين پيدرمان و همچن   ي بدن برا   روده در  يعيطب 
ست،  ين  شدهشناختهکاملاً    هاپروبيوتيک اثر    سميمکان  ولون بهره برد.ک
 ها آن   يکننده و درماني ري شگيه اثرات پيتوج  ي برا   ييهاسميمکان  يول

  ي ک ژن پروآپوپتوزي  bax.  شنهاد شده است يانسان پ  ي هاي ماري در ب
سبب    Baxن  يشود و پروتئ يم  ي شبرد مرگ سلولياست که منجر به پ 

ان  يزان بيشود. ميم  هاسلول در    شدهي زيربرنامه   يمرگ سلول  ي القا
م   ٣٤٤/١  مقداربه   bax ژن و  بيبرابر  ژنيزان    مقداربه   bcl-2 ان 

  نشان داد.ش يمار نسبت به گروه کنترل افزا يبرابر در گروه ت  ١/ ٤٤٧
که   است  داده  نشان  تأث  هاپروبيوتيکمطالعات  آنزي با  بر   يهام ير 

در داخـل بـدن   زا سرطان، مهار عوامـل هاانسانوانات و يح يگوارش
آزمايو شـرا  موتاسيشـگاهيط  ترکون ي، سرکوب  و    القاکنندهب  يها 

در جهت    ي نقـش مـؤثر  يشـگاهيوانات آزمايسرطان و تومورها در ح
ا  ج مطالعه حاضر نشان داد  ي. نتا)١٦کنند (ي فا ميمقابله با سرطان 

ضد    ي هاژن  انيبر ب   لوس رامنوسوسيلاکتوباس  ي بوم  ک يوتي پروبکه  
از    يکي.  است   مؤثر  HT-29  يسرطان  يسلول  bax/bcl2  يسرطان

ها، لوس يلاکتوباسـ  ازجمله  هاپروبيوتيک   ي عملکرد  ي هاسميمکان
سـرطان کولـون    ازجمله  يسرطان  ي هاسلول   ي ريضـدتکث ت  يخاصـ

القـا بنابرا   ي بـا  است.  پروب يآپوپتـوز  با  سرطان،    يدرمانک  يوت ين 
  . )١٧کرد (سم رشد سرطان را مهار يتوان با دو مکانيم

زان يم  يبه بررس  ي ا مطالعهدر  ،  )٢٠١٨(  زادهي و احمد  ي ستار
  يسرطان  ي هاسلول در کشت همجوار   AKT1 و PTEN ي هاژن ان  يب

باکتر  HT-29کولون   پرداختند.    لوسيترموف  استرپتوکوکوس  ي با 
 ان ژنيزان بي م لوسيترموف استرپتوکوکوس  ي ج نشان داد باکترينتا

AKT1  ب و  کاهش  افزا  PTEN انيرا  و  يرا  داده   يهاسلول ش 
م  يسرطان آپوپتوز  به سمت  آزماي را  داد که   MTT ش يبرد.  نشان 

را    يط  ين کشندگيشتريب = OD ٠٥/٠غلظت   دارد  چهار ساعت 
)١٨(.  

،  )٢٠١١(  و همکاران  يتي شـده توسط تـاونطبق مطالعه انجـام
  لوسيلاکتوباســـــک  يوتي پروب  ييباکترا   ي هاهيسـو

ســبب کاهش درصــد   يکازئ لوسيلاکتوباســو  کوسيبولگـــــار
سرطان  ي بقــا نتاي م Caco-2 و HT-29 يسلول  ا يشوند.  ن  يج 

اجزا  شده با حرارت  کشـته  ي باکتر  يسلول  ي محققان نشان داد که 
د سـلوليمانند  پپت   يواره  دارا يدوگليو  هم  اثرات   ي کان 

هسـتند که با مطالعه  يسـرطان ي هاسلول ک در برابـر يتوتوکسـيس
  .)١٩دارد ( يخوانما هم
خـود نشـان دادنــد   ي هاق يز با تحقين  )٢٠٠٢( ان و همکاراني

ترک ترشــح   ي هاب يکه  از  محلــول  و    يکازئ  لوس يلاکتوباسشــده 
القا  رامنوسـوس  لوسيلاکتوباسـ در    ي باعث   يهاسلول آپوپتوز 

درنت يم  يتي مونوس  ي ايلوکم ميشوند؛  پروبي جه  را  يوت يتوان  ک 
برا يا   يعامل  عنوانبه که    ي من  گرفت  نظر  در  سرطان  با  مبارزه 
ا   يدر پ  يعارضه جانب  گونهچ يه و  ما هم يندارد  با مطالعه   ي خوانن 

  . )٢٠دارد (
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و همکاران    يجهان تحت عنوان    ي ا مطالعهدر    )٢٠١٩(شرافت 
متابول  يبررس ب  ي وتاي کروبيم  ت ياثر  سرطان    مارانيروده  به  مبتلا 

  MTTبا استفاده از آزمون    HT-29  ي رده سلول  ي کولورکتال بر رو
با    ماريت  ي هاسلول که    افتنديدر وتا،  ي کروبيم  ي هامتابوليت شده 
  MTTبا استفاده از آزمون   ش يش زمان آزماير را با افزا يش تکثيافزا 

ا  دادند.  ا   جهينت   نيمحقق  نينشان  به  توجه  با  که    نکهيگرفتند 
ا   يکروبيم  ي هامتابوليت  ا   نيدر    ون يفراسيپرول  جاد يمطالعه قادر به 

مشاهده   هاسلول زنده ماندن    ش يبودند و افزا   ي ا روده  ي هاسلول در  
نظر   به  به    يکروبيم  ي هامتابوليت اختلالات    رسديمشد،  روده  در 

  ييفاکتورها  سکير   گري د  ايو    يطيمح  اي  ييغذا   ميرژ  راتييعلت تغ
در   توانديمروده شود  ي وتاي کروبيکه موجب برهم خوردن ساختار م

  .)٢١باشد (سرطان کولورکتال نقش داشته  شرفت يو پ جاديا 
  ري تأث  ي، به بررس)۲۰۲۰(و همکاران    يبا سازطالبيزدر مطالعه  

 يهاژن   انيب  زانيرامنوز بر م   لوسيلاکتوباس  ي باکتر  جوارهمکشت  
bcl2    وbax    ها آن مطالعه    جينتاپرداخته شد.    يسرطان  ي هاسلول در 

  رامنوز  لوسيلاکتوباس  ي با باکتر  HT-29  ي هاسلول   ماري نشان داد ت
 Real  ج ي نتان  يهمچن.  شوديم  ي آپوپتوز سلول  ي فيک  رات ييباعث تغ

time PCR    سبب    رامنوز  لوس يلاکتوباس  ي هاي باکترنشان داد که
با ژن کنترل    سهيدر مقا  casp3و    bax  ي هاژن  انيب  داريمعن  ش يافزا 
مطالعات فوق  ج  ينتا .)۲۲شد (  HT-29کولون    يسرطان  ي هاسلول در  

موجب    يکروبيک ميوتيپروبسم  ينشان داد که مکان  و مطالعه حاضر
ا يافزا  پيش  و  نسبت  آپوپتوز    ي شروين  سمت  به  .  شودي مسلول 
  يکروبيک ميوتي پروبدر عملکرد    ي ترق يدق ات  ييهنوز جز   حالنيباا 

ازمند  يمانده که ن  يباق  هاسرطان ر در  يدرگ  ي هاژن ان  يرات ب يي بر تغ
را استفاده از ين راستا است زيدر ا   ي شتريب  ي هاش يآزمامطالعات و  

ل  يبه دل هاآن  يه اطلاعات و عملکرد علميبر پا يکروبي ک ميوتي پروب
  ار يبس  امروزه،   عيشا  ي هاي ماري بجهت درمان    ينداشتن عوارض جانب

  و  حاضر  مطالعه  جينتا  به  استناد  با  يطورکلبه  ).۲۳- ۲۶(  است   ديمف
 يهاژن   انيب  بر  توانديم  يکروبيک ميوت يپروب  گفت،  توانيم  مشابه

مرگ    موجب   يانيرات بيي ن تغيباشد که ا   مؤثر  رودهل در سرطان  يدخ
  . شوديم يسلول سرطان

  انيبندانش   ي هاشرکت   مورداستفاده   تواندي م  آمدهدست بهج  ينتا
  لاکتوکوکوس رامنوسوس با    يکروبيک م يوتي پروب  ي د داروهايتول  ي برا 

قرار    رودهماران مبتلا به سرطان  يشرفت ب يدر جهت کنترل و بهبود پ 
محدود  . رديگ عواملت،  يعوامل  اخت  يمجموعه  در  پژوهشگر  يکه  ار 
از    . هستند  رگذاري تأث  يپژوهش  ي و دستاوردها  هاافته ي  ستند اما در ين

ت به آمار و اطلاعات اس  يق و پژوهش دسترسيارکان تحق  نيترعمده 
ابزارهاهستند.    هات يمحدوداز    يجزئکه   قوت  و  ضعف    ي نقاط 
  ي نوآورپژوهش است.    در  يقاتيمراکز تحق   ي و عدم همکار  شگاهيآزما

است   ممکن  پژوه  محدود   ي کيدر  چن  ي هات ياز  در  ن  يپژوهش 

وجود    ي متعدد  ي هاشنهاد يپنده  يقات آ يباشد. در ادامه تحق  ي موارد
بررس که  بروز  يدخ  ي هاژن ر  يسا  يکي نولوژي ا   يدارد  آبشار  در  ل 
بررس آنال  يسرطان  يسلول  ي هارده ر  يسا  يسرطان،  عصاره  يو  ز 

موجود در عصاره    مؤثره بات و ماده  ي افتن ترکي  منظور به   يکيوتي پروب
  .باشندي م يکيوتي پروب

  
  ي ريگجهينت

  assay  MTTتست  در    ک يوتيعصاره پروب   ت کم يسمبا توجه به  
، ي ا روده  ي هاسلول در  س  يآپوپتوز   مهارکننده  ي هاژنان  يش بيو افزا 

 ي درمان  ي هامکمل   عنوانبه  هاپروبيوتيک از    تواني م  رسديمبه نظر  
پ کانسرها  ي ري شگيدر  به  ابتلا  درمان  جست.    يگوارش  ي و  بهره 

ا   يبوم  لاکتوکوکوس رامنوسوساز    توانيم ک راهکار  يجاد  يجهت 
ک  يولوژيب  ازنظر  خطريب کم،    يبالا، عوارض جانب  ريتأثبا    ين درمانينو

  يعيمتناسب با فلور طب   يدرمان جانب  عنوانبها  ينه کمتر و  يو هز
از سرطان کولون بهره جست.    ي ري شگين پيدرمان و همچن  ي بدن برا 

آپوپتوز در خانواده    ي هان يپروتئ و    Bax  ازجمله،  BCL-2طرفدار 
Bakي ري نفوذپذ  گسترش  ي برا   ي توکندريم  ي غشا  ي ، معمولاً بر رو  

آزادساز آبشار    ي هاگنال يس که    ROSو    Cتوکروم  ي س  ي و  در  مهم 
ا کنندي مآپوپتوز هستند، عمل     نوبهبهپروآپوپتوز    ي هان ين پروتئي. 

و   BCL-2شوند و عملکرد  يفعال م BH3 ي هان يخود توسط پروتئ
BCL-Xl  م  ي نسب مهار  د  شوند.ي آن  دلا ي از  مغايگر  نتايل  ج  يرت 

مراحل کانسر، نوع    Stageبه    توانيمر مطالعات،  يمطالعه حاضر با سا
حاصله، نوع ژن تحت مطالعه و اختلافات    ي هامتابوليت ک و  يوتي پروب

  ک اشاره کرد. يمتدولوژ 
  

  :يو قدردان تشکر
لازم  ينو خـود  بر  پژوهش   داننـدي مـسندگان  معاونـت    ي از 

ر  يتقد پورصادق مهندس  ي و آقا رجاني واحد س يآزاد اسلامدانشگاه 
  . ندي و تشکر نما

  :يت ماليحما
پژوهش  يا  ماليحما  گونهچ ي هن  نهاد    يت  سازمانيتوسط   ي ا 

  افت نکرده است.يدر
  :تعارض منافع

اعلام  ينو  ها آن ن  يب  يتعارض منافع  گونهچ يه  دارندي مسندگان 
  . وجود ندارد

  :يملاحظات اخلاق
  جهينت ارشد و يکارشناس نامهانيپااز  ياقتباسـن مطالعـه يا 
 يآزاد اسلامدانشـگاه  يمصوب معاونت پژوهشـ يپژوهشطرح 

با کــد اخــلاق  رجانيواحد س
IR.IAU.KERMAN.REC.1402.013   است.  



 ۱۴۰۳ آذر، ۹، شماره ۳۵دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي 
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Abstract 
Background & Aims: Colorectal cancer is one of the most common malignant tumors in humans. 
Probiotics affect the balance of beneficial and harmful bacteria in the intestine, shifting this balance in 
favor of increasing the population of beneficial bacteria and providing health benefits. Therefore, the 
aim of the present study is to investigate the effect of indigenous probiotics on the expression of anti-
cancer genes Bax and Bcl-2 in HT-29 cancer cells using the real-time PCR method. 
Materials & Methods: In this study, after culturing HT-29 cancer cells and treating them with probiotic 
extract, RNA extraction and cDNA synthesis were performed. Real-time PCR was performed using 
primers specific to the anti-cancer genes Bax and Bcl-2 in a Corbett device. The MTT assay was also 
performed to investigate the toxicity of the native probiotic extract. 
Results: The MTT assay showed that increasing the concentration of the studied extract caused a dose-
dependent decrease in cell viability. The IC50 value for the probiotic extract was calculated to be 300 
µg/mL. Additionally, the expression levels of Bax and Bcl-2 genes in cells treated with Lactococcus 
rhamnosus cell-free supernatant were 1.344 and 1.447, respectively, indicating an increase in the 
expression of these two genes. (The expression level of the Bax gene increased by 1.344-fold, and the 
expression level of the Bcl-2 gene increased by 1.447-fold in the treatment group compared to the control 
group (p < 0.05). It is necessary to mention the p-value.) 
Discussion: Considering the low toxicity of the probiotic extract in the MTT assay and the increase in 
the expression of Bax and Bcl-2 genes, it seems that probiotics can be used as therapeutic supplements 
in the prevention and treatment of gastrointestinal cancers. These findings indicate that indigenous 
probiotics can be used as a novel therapeutic strategy with high efficacy and low side effects for the 
treatment and prevention of colon cancer. 
Keywords: Probiotic extract, gene expression, colon cancer, MTT assay, real-time PCR 
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