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هاي بيفيدوباكتريومو عصاره سلولي سيتوتوكسيسيتي متابوليتهاي ترشحي اثر ارزيابي 
و نرمال كليه  (SW1116) جداسازي شده از محصولات لبني بر رده سلولي سرطان كولون

(HEK 293)  
  *الهام معظميان و مريم ثريا

 .گروه ميكروب شناسي زي و فناوري هاي نوين،كشاور ،دانشكده علومواحد شيراز،  دانشگاه آزاد اسلامي، شيراز،ايران، 

 24/10/1399: تاريخ پذيرش  18/04/1399: تاريخ دريافت

  چكيده

و  بيفيدوباكتريومو  لاكتوباسيلوسي مفيد مثل باكتريهابا افزايش غلظت  مكمل خوراكي ميكروبي زنده هستند و هاپروبيوتيك
پروبيوتيكها توانايي قابل توجهي در درمان سرطان كولون . دهندغيير ميزا، ميكروفلور روده را تكاهش سطح ميكروبهاي بيماري

هدف از انجام اين پژوهش جداسازي و شناسايي . در پيشگيري از سرطان داشته باشنددارند و ممكن است نقش مهمي 
مي  (SW1116) كولون  نسرطا و رده (HEK298)كليه رده نرمال باكتري بر عصاره سلوليليتها و ثير متابوأو ت هابيفيدوباكتريوم

روي محيط  هابيفيدوباكتريومجداسازي  جهتجمع آوري و محصولات لبني سنتي نمونه  100در اين تحقيق . باشد
اثر سيتوتوكسيسيتي متابوليت  روش بيوشيميايي و مولكولي، بهپس از شناسايي باكتري . آگار كشت داده شد بيفيدوباكتريوم

   (MTT) ام تي تي از طريق تست و نرمال كليه  سرطان كولون ي سلوليهاتري بر روي ردهباكسلولي و عصاره  ترشحي
(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) م هايدر اين تحقيق بيفيدوباكتريو .ارزيابي گرديد 

  (Bifidobacterium bifidum)يوميدوباكتريوم بيفيدفبيوليت ترشحي متاب نتايج نشان داد كه. شناسايي شدجداسازي شده گونه بيفيديوم 

 جدايه هايمتابوليت ترشحي . بر روي رده سرطان كولون نشان دادند )درصد 95(بيشترين  اثر سيتوتوكسيسيتي  3و  2 دو جدايه
متابوليت ترشحي يتوتوكسيسيتي اثر س .اثر سيتوتوكسيسيتي نشان دادند درصد 81و  درصد 12به ترتيب  HEK-293بر روي  3و  2

 .مي باشد SW1116بسيار كمتر از تاثير آن بر روي رده سرطاني  HEK-293بر روي رده نرمال  2 جدايه بيفيدوباكتريوم بيفيديوم
ز هاي بيشتر از اين باكتري به عنوان يك محصول پروبيوتيك ضدسرطان، در درمان و پيشگيري ا توان با انجام مطالعهبنابراين مي

  .سرطان كولون استفاده نمود

 و SW1116 سلوليرده ، متابوليت ترشحي، عصاره سلولي باكتري ، بيفيديوم ومبيفيدوباكتري ،پروبيوتيك :كليدي واژه هاي
.HEK-293   

    elhammoazamian@gmail.com: ، پست الكترونيكي  09177110994: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه

بسياري از . از باكتريهاست يانواعفلور روده انسان حاوي 
دسته اي از اين . اين باكتريها براي گوارش بهينه غذا مفيدند

باكتريها كه به باكتريهاي پروبيوتيك معروف هستند، علاوه 
بر كمك به گوارش مولكولهاي پيچيده، تركيباتي مانند 

كنند كه ويتامينها و آنتي بيوتيكهاي مختلف را توليد مي
ترين منابع باكتريهاي يكي از مهم. يد مي باشندبراي بدن مف

). 20و  16( پروبيوتيك شير و فرآورده هاي لبني هستند
پروبيوتيكها با اتصال و ساكن شدن در دستگاه گوارش، 

شوند و تعادل زا ميباعث مهار رشد باكتريهاي بيماري
خشند و باعث ارتقا عملكرد بميكروبي روده را بهبود مي

مطالعات حيواني و  .شوندتگاه گوارش ميسد مخاطي دس
گير شناسي نقش  آزمايشگاهي و همچنين مطالعات همه
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مثبت باكتريهاي پروبيوتيك در مقابل سرطان را نشان 
اكثر مكانيسمهاي پيشنهاد شده درگير در  .اند ه داد

مشخصات ضد سرطاني باكتريهاي پروبيوتيك با حذف 
زا و  زا يا ضد جهشزا، توليد مواد ضدتومور مواد سرطان

افزايش ايمني ميزبان، درحال تغيير فعاليتهاي متابوليكي 
ميكروفلور روده و شرايط فيزيكي و شيميايي كولون 

هاي باكتريايي كه به عنوان ترين گونهمرسوم .هستند
مي  هاي اسيد لاكتيكشود باكتريپروبيوتيك استفاده مي

و  باسيلوسلاكتواز جنسهاي  نهاآمعروفترين كه  باشد
باكتريهاي اسيدلاكتيك . باشندمي بيفيدوباكتريوم

ارگانيسمهاي پروبيوتيك مفيدي هستند كه به بهبود تغذيه، 
- تعادل ميكروبي، افزايش ايمني در درمان و فعاليت ضد

محققان حدس  ).19و  2(كنند توموري به خوبي كمك مي
كولون توسط  (pH) پي اچ  مي زنند كه كاهش سطح

. زاها باشدتواند علت مهار سرطانها مياكتريومبيفيدوب
باكتريهاي پروبيوتيك با ايجاد حالت اسيديته، از رشد و 
تكثير باكتريهاي بيماري زاي موجود در كولون جلوگيري 

نمايند و در سطح آنزيمهاي باكتريايي مانند مي
زاها به كه باعث تبديل پيش سرطان) بتاگلوكورونيدازها(

 ).26و  5( كنندشوند، تعادل ايجاد مييزاها مسرطان
دهند كه عصاره سيتوپلاسمي و نشان مي اخير مطالعات

پپتيدوگليكان مشتق شده از باكتريهاي اسيد لاكتيك سبب 
هدف از  .)25و  24( شوندمهار تكثير سلولهاي سرطاني مي

و عصاره  متابوليت ترشحي ثيرأت ارزيابيانجام اين مطالعه 
 رده هاي سلولي سرطان كولون اكتريوم بر سلولي بيفيدوب

(SW1116)  كليه نرمالو (HEK-293) مي باشد.  

  مواد و روشها
به منظور جداسازي اين مطالعه تجربي  :جمع آوري نمونه

از محصولات لبني سنتي استان  بيفيدوباكتريومهاي سويه
نمونه  100در مجموع  .انجام گرفت در جنوب ايرانفارس 

سنتي جمع آوري و در فالكونهاي استريل محصولات لبني 

هاي يخي به آزمايشگاه منتقل شد و تا شروع در درون بسته
  .آزمايش در دماي يخچال نگهداري شد

  از  ابتدا  :بيفيدوباكتريوم  باكتري  شناسايي  جداسازي و

 در سرم فيزيولوژيهاي جمع آوري شده رقت سازي نمونه
شده جهت غني صورت گرفت و از نمونه رقت سازي 

محيط كشت اختصاصي بيفيدوباكتريوم  رسازي د
 و در تلقيح گرديد )از شركت مرك آلمان( )BFM(آگار

 . درجه سانتيگراد انكوبه شد 37دماي در  هوازيشرايط بي
با نيهاي مشكوك به بيفيدوباكتريوم وساعت كل 72پس از 

 ،استفاده از تستهاي مورفولوژي كلني، رنگ آميزي گرم
و تست تخمير  ، اكسيداز بيوشيميايي شامل كاتالاز يتستها
گلوكز، مانوز، اينوزيتول، سوربيتول، ساكارز، آميلوز، ( قندها

  ).   11( ارزيابي شد )آرابينوز

با استفاده  (DNA)دي ان آ استخراج  :شناسايي مولكولي
 .انجام شد) يكتا طب تجهيز، ايران( دستورالعمل كيتاز 

استخراج شده از ژل  (DNA) ي ان آد  براي بررسي كيفيت
سپس  .شدآگارز يك درصد براي الكترفورز استفاده 

 با استفاده از پرايمرهاي (PCR) زنجيره اي پلي مراز واكنش
 FBif520 (5`GGG TGGشامل  بيفيدوباكتريوماختصاصي 

TAA TGC CGG ATG3`)  وRBif520 5`CCA CCG 

TTA CAC CGG GAA3`)( يمتنظجهت  .انجام شد 
دستگاه ترموسايكلر از سويه استاندارد نمودن برنامه دمايي 

كلكسيون  PTCC1736با كد  بيفيدوباكتريوم انيماليس
، )سازمان پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران( ميكروبي ايران

واكنش زنجيرة پليمرازي با چرخه هاي . گرديداستفاده 
 5مدت ه درجه سانتيگراد ب 95واسرشته سازي اوليه در 

درجه  94چرخه با مرحله واسرشته سازي در  30قه، دقي
دقيقه، مرحله اتصال آغازگر در  1مدت ه گراد ب سانتي
 72دقيقه، بسط در  1مدت ه گراد ب درجه سانتي 57دماي 

دقيقه و نهايتا يك چرخه  2مدت ه گراد ب درجه سانتي
دقيقه  10مدت ه گراد ب درجه سانتي 72بسط نهايي در 

 ، به منظور بررسي وجود يا PCRانجام پس از . انجام شد
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 عدم وجود محصول مورد نظر و ا طمينان از انجام كامل و
 %5/1 گارزآژل  ازبا استفاده  PCRصحيح واكنش محصول 

 جهت تعيين گونه باكتريدر نهايت . الكتروفورز گرديد
  (base فرست بيس به شركت PCRتوالي محصول تعيين 

(1th نتايج حاصل از توالي . دارسال گردي كشور مالزي
 با يهاي موجود در بانك ژنبا توالي PCRمحصولات 

ميزان تشابه  و مقايسه گرديد (BLAST)  بلاست رنامهب
 توالي شده با توالي موجود در بانك ژنتعيين هاي نمونه

  ).3( مقايسه شد

-بيفيدوباكتريوم و عصاره سلولي متابوليت ترشحيتهيه 

، بيفيدوباكتريوم ابوليت ترشحيتمبه منظور جداسازي : ها
باكتريهاي جداسازي شده به محيط بيفيدوباكتريوم براث 

ساعت تحت شرايط بي  120تلقيح گرديد و به مدت 
درجه سانتي گراد در انكوباتور  37هوازي در دماي 

به مدت  4000نمونه ها را با دور  پس از آن. گرمخانه شد
. جمع آوري شد مايع رويينيم ساعت سانتريفيوژ و سپس 

 2/0براي اطمينان از عدم حضور باكتري از فيلتر 
جداسازي  متابوليت ترشحي. ميكرومتري استفاده گرديد

درجه سانتي گراد درون آون به مدت  65شده را در دماي 
سپس وزن كرده و . گرديد يك هفته نگهداري و تغليظ 

 پي بي اس غلظت ميلي گرم بر ميلي ليتر با استفاده از
(PBS)  بعد از براي تهيه عصاره سلولي  ).18(تهيه شد

كشت باكتري و انجام سانتريفيوژ رسوبهاي جدا شده را با 
دستگاه سونيكاتور به منظور ليز تمام اجزاء باكتري عمل 

ها را وزن كرده و با استفاده نمونه. سونيكيشن انجام گرديد
از نرمال سيلين اضافه كرده و با در دست داشتن وزن، 

  ).2و  1( غلظت آنها محاسبه گرديد

 كولون سرطانيرده سلول در اين تحقيق : كشت سلول
SW1116  و رده نرمالكه شبيه اپي تليال مي باشد 
HEK293 از  كه از سلولهاي كليه جنين انسان گرفته شده

به فلاسك  SW1116 رده سلولي. انستيتو پاستور تهيه شد
و  (RPMI) 1640 آر پي ام آي  حاوي محيط كشت سلولي

 دي ام اي ام  به محيط كشت HEK293رده سلولي 
(DMEM) گلوتامين، سرم جنين گاوي درصد 10 حاوي ،

فلاسك . ندپني سيلين و استرپتومايسين كشت داده شد
دي   درصد 5درجه با  37حاوي سلول در داخل انكوباتور 

 72بعد از . ساعت انكوبه شد 72به مدت اكسيد كربن 
استفاده از   با، و پاساژ سلولها امه رشدساعت براي اد

. پاساژ داده شدند تريپسينه شده و 1Xتريپسين 
درجه  25دماي  دور در 1500در سوسپانسيون حاصل 

رسوب . دقيقه سانتريفيوژ شد 5سانتي گراد به مدت 
تعليق شده و  1640آر پي ام آي حاصل از سانتريفيوژ در 

 1يپان بلو و لام نئوبار در تعداد سلولها با استفاده از رنگ تر
  ).10( ميلي ليتر شمارش شد

حاصل از  عصاره سلوليو  متابوليت ترشحيتاثير 
و  SW1116رده سرطاني  سلولهايها بر بيفيدوباكتريوم

  ميكروليتر از محيط كشت حاوي HEK-293: 90نرمال 
و خانه اي اضافه كرده  96سلول به هر خانه از پليت 104×1

ساعت سلولها  24پس از . ت انكوبه گرديدساع 24به مدت 
به سلولي و عصاره   متابوليت ترشحيميكروليتر از  10با 

ميلي گرم بر ميلي ليتر  04/0و  03/0 هايترتيب با غلظت
هر تست سه بار تكرار گرديد و با كنترل منفي . تيمار شدند

دي ام اس و كنترل مثبت تيمار شده با) سلول بدون تيمار(
درجه سانتي  37ساعت در دماي  24به مدت  (DMSO) او

انكوبه و نتايج  ندي اكسيد كرب درصد 5  گراد در مجاور
سلولي اثر سيتوتوكسيك متابوليتها و عصاره . ثبت گرديد
كه بيشترين تاثير كشندگي را بر روي رده  جدايه هايي

نيز  HEK-293داشتند، بر روي رده نرمال  SW1116سلولي 
  ).4و  3( فتمورد بررسي قرار گر

كرو از نرم افزار  IC50جهت تعيين مقدار : ناليز آماريآ
براي انجام آناليز . استفاده شد (Curve expert) اكسپرت

 واكسل اطلاعات گروههاي آزمايشي مختلف از نرم افزار  
نتايج . استفاده گرديد 18 شماره (SPSS) اس پي اس اس

نس يك طرفه گروههاي مختلف با استفاده از آناليز واريا
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آنوا از آزمون آماري . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت
(ANOVA) مجذور كاي  و(Chi Squre)  براي به دست

آوردن واريانس داده ها جهت تعيين معني دار بودن يا 
  . نبودن استفاده گرديد

  نتايج
در شناسايي باكتري : بيفيدوباكتريومجداسازي و شناسايي 

نيهاي گرد، محدب، سفيد وكل از نظر صحت جنس و گونه،

و بعد ار رنگ آميزي گرم در زير انتخاب شده، و پر 
ي گرم مثبت كه به باكتريهاميكروسكوپ به صورت 

 شدند جداسازيل و به رنگ بنفش شك  Vيا  Y صورت
تست كاتالاز منفي بود و در نهايت نتايج تست . )1شكل (

 تخمير قندها و مقايسه با جدول برگي برابر با

 . )2شكل ( بود  بيفيديوم فيدوباكتريومبي

 
 ).سمت راست( بيفيدوباكتريومرنگ آميزي گرم  و )سمت چپ( آگار BFMروي محيط  بيفيدوباكتريومنيهاي وكل -1شكل

                                                           

 
 :10 كنترل مثبت، ستون:  8، ستون جفت بازي سينا ژن 100 ماركر :9، ستون باكتريومبيفيدوجدايه هاي  :1-7هاي ستون. نتايج الكتروفورز -2 شكل

  .منفيكنترل 

و عصاره  متابوليت ترشحيارزيابي اثر سيتوتوكسيسيتي 
بر رده سلولي سرطان  بيفيدوباكتريوم هايجدايهسلولي 
 هايجدايه متابوليت ترشحينتايج ارزيابي اثر : كولون

ساعته  بر روي رده  120از كشت  بعد بيفيدوباكتريوم
ساعته و درصد زنده ماندن  24در كشت  SW1116سلولي 

 متابوليت. آمده است )3( سلولهاي سرطاني كولون در شكل

ميلي گرم بر ميلي  03/0 با غلظت 3 و 2 جدايهدو  ترشحي
بيشترين اثر سيتوتوكسيسيتي روي رده سلولي كولون  ليتر

مي درصد  2/94درصد و 9/94بودند كه به ترتيب دارا 
  .باشد

 بيفيدوباكتريومهاي نتايج ارزيابي اثر عصاره سلولي جدايه
در  SW1116ساعته  بر روي رده سلولي  120بعد از كشت 

  

١٢٠٠  

۵٠٠    

  ٢٠٠ 

  1    2    3     4     5      6      7     8      9     10 
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ساعته و درصد زنده ماندن سلولهاي سرطاني  24كشت 
با غلظت   17و  6  دو جدايه. آمده است 4كولون در شكل 

بر اثر سيتوتوكسيسيتي  نبيشتري ميلي گرم بر ميلي 04/0

درصد  32درصد و  43روي رده سلولي كولون به ترتيب با 
  .حاصل گرديد

  
 Neg :)بدون تيمار( كنترل منفي.(بيفيدوباكتريومهاي از جدايه ارزيابي درصد سلولهاي زنده تيمار شده توسط متابوليتهاي جدا سازي شده -3 شكل

Crlت،كنترل مثب (DMSO):Pos Crl ليت ترشحي، متابو: S.(  

   
 Neg :)بدون تيمار( كنترل منفي. (هجدا سازي شد هاي يفيدوباكتريومبارزيابي درصد سلولهاي زنده تيمار شده توسط عصاره سلولي  -4شكل

Crlت،كنترل مثب (DMSO):Pos Crl عصاره سلولي باكتري ،: P.(  

ايزوله هايي كه :(IC50) درصد كشندگي 50تعيين 
. نها محاسبه گرديدآ IC50گي را داشتند، بيشترين اثر كشند

سلولي ذكر شده خاصيت ضدسرطاني متابوليتها و عصاره 
ساعت  24ز در غلظتهاي مختلف بررسي و نتايج بعد ا

بهترين اثر كشندگي متابوليتها در  .انكوباسيون ثبت گرديد
و بهترين اثر كشندگي گرم بر ميلي ليتر  03/0غلظت اوليه 

درصد  50 .گرم بر ميلي ليتر مي باشد 04/0عصاره باكتري 

عصاره و  3و  2 جدايهدو   متابوليت ترشحيكشندگي 
 Curve Expertبا استفاده از نرم افزار  6جدايه  سلولي

متابوليت ترشحي  IC50نتايج نشان داد كه . محاسبه گرديد
به ترتيب  6عصاره سلولي جدايه و  3و  2 دو جدايه

گرم بر ميلي ليتر به دست  ميلي 049/0و  008/0و  006/0
 .آمد
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و عصاره  متابوليت ترشحيارزيابي اثر سيتوتوكسيسيتي 
نتايج : HEK293دهرهاي موثر بر روي  جدايهسلولي 

و عصاره  3و  2 هايجدايهترشحي متابوليت ارزيابي اثر 
ساعته  بر  120بعد از كشت  17و  6هاي جدايهسلولي 

عته و درصد سا 24در كشت  HEK293روي رده سلولي 

. آمده است )5(در شكل نرمال كليهزنده ماندن سلولهاي 
ميلي گرم بر ميلي  04/0با غلظت  6عصاره سلولي جدايه 

ميلي گرم  03/0با غلظت   2ليتر و متابوليت ترشحي جدايه 
بر ميلي ليتر  بيشترين اثر سيتوتوكسيسيتي روي رده سلولي 

 .مال دارا بودندكولون و كمترين اثر را برروي سلولهاي نر

  
، متابوليت Neg Crl :كنترل منفي. ( HEK293موثر بر روي رده جدايه هايو عصاره سلولي  متابوليت ترشحياثر سيتوتوكسيسيتي  -5 شكل

  ).P :، عصاره سلوليS :ترشحي

كه  جدايه هايي: BLAST نتايج توالي يابي و آناليز
لي سرطان بيشترين اثر سيتوتوكسيسيتي را بر روي رده سلو

آناليز داده ها نشان داد كه . كولون داشتند تعيين توالي شدند
 بيفيدوم بيفيدوباكتريوممربوط به باكتري   2 جدايه
مربوط  3 جدايهدرصد شباهت  و  99با   TMC3115سويه

 99با  JCM 7004سويه  بيفيدوباكتريوم بيفيدومبه باكتري 
  . هده گرديددرصد شباهت مشا

  بحث
لعات زيادي در زمينه جداسازي و شناسايي در جهان مطا

مارمول  و . ي پروبيوتيك صورت گرفته استباكتريها
همكاران با بررسي چشم اندازهاي اينده سرطان كولون بيان 
كردند كه پروبيوتيكها يك درمان بالقوه براي سرطان كولون 
هستند و پروبيوتيكها ميكروارگانيسمهاي بادوامي هستند كه 

از جمله مهمترين پروبيوتيكها  لاكتوباسيلوسو  بيفيدوباكتر
نقش حفاظتي پروبيوتيك . در درمان سرطان كولون هستند

بر اين فرضيه استوار است كه ديس بيوسيز دليل اصلي 
با توجه به اثرات درماني  ).21و  14(سرطان كولون است 

ها و دوز متفاوت باكتريهاي مختلف پروبيوتيك، بايد سويه
ان هر بيماري مشخص شود تا بتوان از موثر در درم

پروبيوتيكها به عنوان درمان كمكي به همراه درمانهاي رايج 
نقش فلور ). 27و  3(بيماريهاي گوارشي استفاده كرد 

در پيشگيري از اسيد لاكتيك ميكروبي روده و باكتريهاي 
سرطان روده بزرگ از طريق افزايش باكتريهاي مفيد، 

ر سوخت و ساز بدن، فعاليت كاهش سطح پاتوژن، تغيي
نزيمي، كاهش التهاب و افزايش عملكرد سيستم ايمني به آ

و   (Ku)كو .)28و  7( كنددفاع در مقابل سرطان كمك مي
ها دريافتند كه همكاران با تحقيقي بر روي بيفيدوباكتريوم

آنها داراي سطح بالايي از كربوهيدراتهاي ميكروبي هستند 
باشند و اثبات مهار موري ميكه داراي فعاليت ضد تو

انتخابي در سلولهاي سرطاني با درمان پروبيوتيك با توجه 
). 16(به غربالگري و انتخاب مواد ضدسرطاني حياتي است 

و همكاران به منظور جلوگيري از  (Ciorba) سيروبا
در درمان سرطان از ) موكوزيت و اسهال(عوارض گوارشي 

نتايج سودمندي به دنبال پروبيوتيكها استفاده نمودند كه 
نقش  همكارانپورجعفر و  2012در سال ). 9(داشت 
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ي پروبيوتيك را در پيشگيري از سرطان بررسي باكتريها
هاي بيفيدوباكتريوم كردند و اين نتايج حاصل شد كه سويه

ترين ميكروارگانيسمهاي از مهم لاكتوباسيلوسو 
طاني و ضد باشند و با توليد تركيبات ضد سرپروبيوتيك مي

جهش زا در بدن انسان نقش اساسي در پيشگيري از 
 بيفيدوباكتريومدر مطالعه حاضر،  ).24(سرطان را دارند 

به عنوان يك عامل بازدارنده از سرطان كولون  بيفيديوم
. ن به اثبات رسيدآاستفاده شد و اثرات ضد سرطاني 

همچنين اثر ضد سرطاني و افلاتوكسين زدايي 
هاي اسيد لاكتيك از طريق بهبود تعادل ميكروبي پروبيوتيك

و همكاران در   (Kasmani)دستگاه گوارش توسط كاسماني
طور ه انجام شد كه دستگاه گوارش ميزبان را ب 2010سال 

پروبيوتيك و ). 12(سودمندي تحت تاثير قرار داد 
هاي اوليه سرطان كولون از طريق پربيوتيك در مراقبت
تحريك پاسخ ايمني، : لف از جملهمكانيسمهاي عمل مخت

كاهش التهاب به طور مستقيم براي مهار تشكيل تومور 
كنند و باعث جلوگيري از سرطان كولون مي شوند عمل مي

بررسي كاهش امكان سرطان با استفاده از چند سويه ). 9(
پروبيوتيك در مقابل برخي مواد كارسينوژن در سال توسط 

د و اين نتيجه حاصل شد كه مهرابيان و همكاران انجام ش
كشت هاي پروبيوتيك اثر ضد جهشي و ضد سرطاني قوي 

متابوليت ترشحي و عصاره در اين تحقيق اثر  ).22(دارند 
روي سلولهاي سلولي باكتري بيفيدوباكتريوم بيفيديوم بر 

مورد بررسي  HEK293و رده نرمال  SW1116سرطاني 
هاي متابوليتد كه قرار گرفت و نتايج به دست آمده نشان دا

نسبت به عصاره باكتري در باكتري توانايي بيشتري ترشحي 
 (Choi) چو بر طبق مطالعات .مهار سرطان كولون را دارد

بر روي تعداد زيادي  2006در سال  همكارانو بنيادي 
ها كه توسط حرارت كشته شده بودند نشان داد لاكتوباسيل

لهاي سرطاني كه سبب كاهش درصد زيستايي رده هاي سلو
به عنوان رده سرطاني  HT-29آنها از رده سلولي . مي باشد

به عنوان رده نرمال فيبروبلاست انساني و از سلولهاي 
استفاده كردند و اثر سايتوتوكسيكي كمتري بر رده نرمال 

ي و همكاران نيز  .)8(نسبت به رده سرطاني گزارش كردند
كشته شده  بر روي اثر سيتوتاكسيك باكتري پروبيوتيك

 HT-29توسط حرارت و القا آپوپتوزيس بر رده سلولي 
  HEK-293سرطان كولون و مقايسه آن با رده سلولي نرمال 

برويس، اثر  لاكتوباسيلوسكار كردند و نتيجه گرفتند 
-HTسيتوتوكسيك و القا آپوپتوزيس بر روي رده سلولي 

نشان داد و اثر سايتوتوكسيك كمتري در رده   29
مشاهده كردند  HT-29 نسبت به رده  HEK-293سلولي

در اين تحقيق نشان داده شد اثر سيتوتوكسيسيتي ). 6(
بر روي  2 جدايه بيفيدوباكتريوم بيفيدوممتابوليت ترشحي 

بسيار كمتر از تاثير آن بر روي رده  HEK-293رده نرمال 
مطالعات نشان داده است كه  .مي باشد SW1116سرطاني 

ز باكتريها نظير ديواره سلولي، اجزاي متفاوتي ا
پپتيدوگليكان، عصاره سيتوپلاسم و حتي باكتري كامل 
كشته شده توسط حرارت همه داراي اثرات پيشگيرانه در 

باكتري كشته شده . برابر رده سلولهاي سرطاني مي باشند
ايمن تر و با ثبات تر بوده و داراي اثري متشابه با انواع 

به ذكر است كه فعاليت ضد لازم . )27(زنده آن است 
تكثيري بسيار وابسته به سويه باكتري مي باشد و از يك 

كارگيري ه باشد، همچنين بسويه به سويه ديگر متفاوت مي
مختلف باكتري كه قبلا به آن اشاره شد نيز نتايج  ياجزا

نتايج . متفاوتي در مهار تكثير سلولهاي سرطاني دارند
باكتري تاثير ترشحي وليتهاي نشان داد كه متابتحقيق حاضر 

بيشتري نسبت به عصاره باكتري بر روي رده سرطان كولون 
اثرات مستقيم  1396ر سال زارعي و همكاران د. داشتند

ديواره سلولي باكتري بيفيدوباكتريوم بيفيدوم بر عصاره 
را  K562سلولي سرطاني اريتروميلوئيدي انساني  تكثير رده

باكتري  يجه رسيدند كه عصارهبررسي كردند و به اين نت
 لي). 1(منجر به مرگ بيشتر سلولهاي سرطاني شده است 

(Lee)  و همكاران در تحقيقي گزارش كردند كه عصاره
و بيفيدوباكتريوم   سيلوسالاكتوبسيتوپلاسمي باكتريهاي 

تاثير مستقيمي بر مهار رشد رده سلولهاي سرطاني داشته 
ارزيابي اثر عصاره  در تحقيق حاضر نتايج). 18(است 
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هاي بيفيدوباكتريوم بيفيديوم، بر روي رده سلولي ايزوله
و درصد زنده ماندن سلولهاي سرطاني  SW1116سلولي 

عصاره كولون مورد بررسي قرار گرفت و بررسيها نشان داد 
بيشترين اثر  17و  6بيفيدوباكتريم  جدايهدو سلولي 

بودند كه به  سيتوتوكسيسيتي روي رده سلولي كولون دارا
 كيم. درصد اثر كشندگي داشتند 32درصد و  43ترتيب با 

(Kim)  و همكاران تاثير اجزاي سلولي ده نوع پروبيوتيك
نتايج . مختلف را بر يازده نوع رده سرطاني بررسي كردند

اين محققان حاكي از تاثير پروبيوتيكها بر مهار رده هاي 
ان هاي آنها نسبت يكپپتيدوگلسرطاني بود و اين اثر را به 

نشان دادند كه سلول و  و همكاران (You)  يوو ).15(دادند 
 جداسازي شدهعصاره سيتوپلاسمي بيفيدوباكتريوم بيفيدوم 

از مدفوع انساني مي تواند اثر مهاري روي سلولهاي 
سرطاني داشته باشد و همين طور قطعات پلي ساكاريدي 

رشد سلولهاي جدا شده از بيفيدوباكتريوم بيفيدوم روي 
نقش مهاري   (in vitro)آزمايشگاهي  طشرايسرطاني در 

در اين تحقيق نيز نتايج ارزيابي اثر متابوليتهاي  ).29(دارد
ايزوله بيفيدوباكتريوم بر روي رده سلولي ترشحي 
SW1116  و درصد زنده ماندن سلولهاي سرطاني مورد

 و 2 جدايه يدو  ترشحي بررسي قرار گرفت كه متابوليت
بيشترين اثر سيتوتوكسيسيتي روي رده سلولي كولون   3

 8/5درصد و 1/5دارا بودند كه به ترتيب با درصدهاي 
در يك ارزيابي فعاليت . درصد توان زنده ماندن را داشتند

ضد ميكروبي مايع رويي كشت باكتريهاي اسيد لاكتيك 
از رشد باكتريهاي بيماري  ي ترشحيمشاهده شد متابوليتها

در سلامت  باكتريهاگيري كردند و نقش مثبت اين زا جلو
طي ارزيابي تاثير متابوليتهاي ). 13(انسان به اثبات رسيد 

رامونسوس جي جي بر روي رده سلولي  لاكتوباسيلوس
سه فاكتور . مشخص شد 2012سرطان كولون در سال 

بر روي تاثير مايع رويي كشت در مهار  pHزمان، غلظت و 
بنيادي و همكاران  ).23(اثر دارد  رشد سلولهاي سرطاني

در رابطه با تاثير پروبيوتيكها بر سرطان بررسيهايي انجام داد 
كه نشان مي دهد كه باكتريهاي پروبيوتيك ممكن است 

نها و سر كوب آخطر سرطان را از طريق كاهش بروز 
نين طبق مطالعات باليني، همچ. تومورها كاهش دهند

ولهاي كشنده طبيعي و سطح مصرف پروبيوتيكها فعاليت سل
او نتيجه گرفت كه . ايمنوگلوبين ها را افزايش مي دهد

پروبيوتيكها پتانسيل خوبي دارند تا به عنوان يك استراتژي 
بررسي اثر . )6( جديد براي درمان سرطان معرفي شوند

بيفيدوباكتريوم بيفيدوم بر روي رده سلولهاي سرطاني روده 
ودي اصل زاده مورد توسط محم 2013بزرگ در سال 

نتايج اين تحقيق نشان داد كه اثر . بررسي قرار گرفت
ميكروليتري تا  30مهاري وابسته به غلظت بوده و غلظت 

در صد از رشد سلولهاي توموري را مهار كرده است  80
در تحقيق حاضر نيز اثر كشندگي با افزايش غلظت ). 3(

ي ليتر ميلي گرم بر ميل 03/0افزايش يافت و در غلظت 
ميلي گرم  04/0بيشرين اثر متابوليت باكتري و در غلظت 

بر ميلي ليتر بيشترين اثر كشندگي عصاره باكتري بر روي 
با كاهش غلظت در هر دو . مشاهده شد رده سرطاني كولون

نمونه اثر كشندگي كاهش يافت كه با نتايج محمودي اصل 
اري پس مي توان نتيجه گرفت اثر مه. زاده مطابقت دارد

 نتايج اين تحقيق نشان داد  .وابسته به غلظت مي باشد

به ميزان  2 جدايه بيفيدوباكتريوم بيفيديوممتابوليت ترشحي 
 .زيادي باعث كاهش تكثير سلولهاي سرطاني مي شود

بنابراين با توجه به اثرات مثبت متابوليت ترشحي و عصاره 
و  SW1116بر روي رده سلولي  بيفيدوباكتريومسلولي 

مي  HEK293ميزان سميت كم بر روي بر روي رده نرمال 
توان پروبيوتيكها را به عنوان عاملي براي پيشگيري از 

اما تحقيقات باليني بيشتري براي . سرطان كولون معرفي كرد
فهم مكانيسم هاي اصلي كه پروبيوتيكها در سرطان كولون 

  .ايفا مي كنند نياز است
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Cytotoxic effects of secretory metabiotics and bacterial cell extract 
isolated from Bifidobacterium bifidium on SW1116 Colon Cancer 

and HEK293 normal kindry Cells lines 
Soraya M. and Moazamian E. * 

Dept. of Microbiology, Faculty of Science, Agriculture and new technology, Shiraz Branch, Islamic Azad 
University, Shiraz, I.R. of Iran. 

Abstract 

Probiotics are live microbial and act to alter the intestinal microflora by increasing 
concentrations of beneficial bacteria such as lactobacillus and Bifidobacteria, and 
reducing the levels of pathogenic micro-organisms. Probiotics have the potential to 
impact significantly on the treatment of colorectal cancer .The aim of this study was to 
isolation and identification Bifidobacterium and the effects of their metabolites and 
sediment bacteria on colon cancer cell line (SW1116) and normal kidney cell line 
(HEK-293). In this study 100 dairy products was collected and cultured on BFM media 
for isolation of Bifidobacterium strains. After bacterial identification via biochemical 
and molecular methods, cytotoxicity effects of secretory metabolites and bacterial 
extract on colon cancer cell line and normal cell line was evaluated using MTT assay. In 
this research the isolated Bifidobacterium was identificated. The results show that 
secretory metabolites 2 and 3 isolates showed the most cytotoxicity effect about %95 on 
colon cancer cell line. 2 and 3 isolates showed cytotoxicity effect on normal kidney 
cells %12 and %81, respectively. It was determind that the cytotoxicity effect of 2 
isolate Bifidobacterium bifidum on HEK 293 normal cell is much less than its effect on 
SW1116 cancer cell line.  Therefore, this bacterium can be used in the treatment and 
prevention of colon cancer by conducting further studies as an anti-cancer probiotic 
product. 

Keywords: Bifidobacterium bifidum, Colon Cancer, Secretory metabolites, Bacterial 
cell extract, Cell lines. 
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