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سلولهاي سرطاني  رده روي بر Bifidobacterium bifidumبررسي اثر پروبيوتيكي 
CacoII  

لادن ، 2جمالي فرحسين ، 2صمدينسرين ، 1عيدياكرم ، 2فاضليمحمد رضا ، 1،*محمودي اصل زادهحميده 
  1پارساسرشت

  ناسيگروه زيست شتهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم تحقيقات، دانشكده علوم پايه،  1
  ، گروه كنترل دارو وغذادانشكده داروسازيتهران، دانشگاه تهران،  2

  18/8/90: تاريخ پذيرش  17/12/88: تاريخ دريافت

  چكيده

جالب ترين و بحث  .نسبت داده مي شود پروبيوتيكهااثرات مفيد مختلفي به  .پروبيوتيكها مكمل خوراكي ميكروبي زنده هستند 
 Bifidobacteriumدر اين تحقيق اثر پروبيوتيكي  .بر روي سرطان مي باشد پروبيوتيكهاص اثر در خصواين اثرات انگيزترين 

bifidum  روي سلولهاي سرطانيCacoII )محيط كشت آبگوشتي براي اين كار . بررسي شد ) سلولي سرطاني روده بزرگ رده
MRS از باكتري Bifidobacterium bifidum كه  به طوري دو سوپرناتانت تهيه شد ،عتسا 72و  48،24ي كشتهاآماده و از
و  200،100ي غلظتها .)=pH 7(خنثي شد NaOH  1Nو يكي از آنها توسط ) =4pH(اسيدي pHاز سوپرناتانت ها داراي  يكي
 .خانه اي اثر داده شد 96كشت شده در ميكروپليت  CacoIIروي سلولهاي سرطاني ميلي ليتر از سوپرناتانت ها /ميكروليتر 300
درصد تا  55، روي سلولهاي سرطاني   Bifidobacterium bifidum سوپرناتانتدر صد مهاري  آمده نشان داد كه به دستيج نتا
بوده ) ساعت  72( ميلي ليتر/ميكروليتر 300و ) ساعت 24(ميلي ليتر / ميكروليتر   100 درصد بوده كه مربوط به غلظت  82

  .يم با غلظت داشت و مستقل از اسيدي بودن سوپرناتانت ها بود اثر مهاري سوپرناتانت ها رابطه مستق .است

  CacoII، سرطان كولون،سلولهاي  Bifidobacterium bifidumپروبيوتيك،  :واژه هاي كليدي

  hamide.mahmudi2008@yahoo.com  :پست الكترونيكي ، 22360802: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
است و عامل  سرطان روده بزرگ مسئله جدي سلامت
عوامل موثر در .بيشترين  مرگ و مير سرطان در دنياست

سرطان روده بزرگ عوامل ژنتيكي و عوامل محيطي است 
كه رژيم غذايي نامناسب شامل چربي زياد، فيبر كم 
 ،كربوهيدرات كم از عوامل محيطي ايجاد كننده مي باشد

  .)9و  6(

ليتهاي طيف وسيعي از گونه هاي باكتريايي در اغلب فعا
فيزيولوژيكي و متابوليكي و عملكرد روده نقش 

يك مكمل خوراكي ميكروبي زنده هستند  پروبيوتيكها.دارند
دليل ايجاد تعادل ميكروبي و تعادل غذايي در روده ه كه ب

گونه هاي باكتريايي كه به عنوان ). 3(انسان مفيد مي باشند
ك اند پروبيوتيك  استفاده مي شوند باكتريهاي اسيد لاكتي

 .كه بيشتر از جنس لاكتوباسيلوس و بيفيدوباكتر مي باشند
غير  بي هوازي، بيفيدو باكتر ها باكتريهاي گرم مثبت،

كاتالاز منفي هستند كه  فاقد قدرت اسپورزايي، متحرك،
محيط زندگي عادي آنها ناحيه كولون لوله گوارش انسان و 
ه حيوان است و تعداد آنها به جز هنگام كهولت سن ك

 ولي عواملي مثل رژيم غذايي، .ثابت است كاهش مي يابد،
تعداد  آنتي بيوتيكها و استرس هم مي تواند باعث تغيير در

مواد مختلفي توليد مي كنند كه  پروبيوتيكها .)10(آنها شود 
هم برروي گرم مثبتها وهم روي گرم منفيها اثر مي گذارند 
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 لاكتات، ،و شامل اسيدچرب با زنجيره كوتاه مثل استات
و تركيبات باكتريوسين مي   H2O2بوتيرات، سوكسينات،

با اتصال به جايگاههاي اتصال موجود در  پروبيوتيكها .باشد
ي پاتوژن براي دريافت باكتريهاسلولهاي پوششي، رقابت با 

از  H2O2  توليد باكتريوسين و ، pHكاهش  مواد مغذي،
 كنند حضور اين باكتريهاي مضر در روده جلوگيري مي

)12(.  

از آزمايشات و  پروبيوتيكهافعاليتهاي ضد سرطاني 
هم  in vivoدر كارهاي  .مي آيد به دست in vitroمطالعات 

در سركوب زخمهاي  پروبيوتيكهانشان داده شده كه 
 تومورهاي سرطاني در مدلهاي موش نئوپلاستيك اوليه و

از طريق  پروبيوتيكهااثرات ضد سرطاني  .نقش دارند
 اتصال و ن به كارسينوژن،ژيري از تبديل پروكارسينوجلوگ

كاهش رشد باكتريهاي  غير فعال كردن تركيبات ميتوژني،
كاهش جذب ميتوژنها و افزايش عملكرد  پروكارسينوژنز،

ثير ميكروفلور أبا توجه به ت ).14(سيستم ايمني مي باشد
روده در كاهش توسعه سرطان روده، توليد انواع جديدي از 

باعث  ده ها  كه ضمن جلوگيري از ايجاد سرطان،فراور
مهار سلولهاي سرطاني شده و هيچ اثر مخربي بر روي 
 .سلولهاي سالم نداشته باشد امري مهم به نظر مي رسد

به اين  پروبيوتيكهابدين جهت سعي بر اين است كه از 
از طريق تحريك سيستم  پروبيوتيكها .منظور استفاده شود

زا مثل  بردن آنزيمهاي مخرب و سرطان از بين ايمني بدن،
اسيد هاي صفراوي ثانويه و مواد موتاژني كه توسط 

مي توانند در جلوگيري از  باكتريهاي روده ايجاد مي شوند،
 .)15(سرطان كولون نقش مهمي را بازي كنند 

   مواد و روشها
از آزمايشگاه  Bifidobacterium bifidum: كشت باكتري

دانشكده داروسازي دانشگاه تهران تحقيقات پروبيوتيك 
تهيه شد و مواد مورد استفاده براي كشت باكتري از شركت  

Merck باكتري توسط آزمايشات بيوشيميايي  .آلمان بود
، تست Gramشامل بررسي مورفولوژي كلني، رنگ آميزي 

كاتالاز و تست تخمير قندها  از نظر صحت جنس و گونه 
  تهيه سوپرناتانت،براي  .مورد بررسي قرار گرفت

Bifidobacterium bifidum با غلظت cfu/ml  103×1/3  در
 & DE Man ,Rogosa(محيط كشت مايع  ميلي ليتر 300

Sharpe(MRS و در شرايط بي هوازي كشت داده شد 
در دماي  )بي هوازي تعبيه شد شرايط بي هوازي با جار(

تا (ساعت  24بعد از هر  .درجه سانتي گراد انكوبه شد 37
به روش ( total countو  محيط كشت pH)  ساعت 72

 Bifidobacterium bifidum محيط كشت حاوي  )پورپليت
سي سي از  50هر زمان  در .جداگانه اندازه گيري شد

 rpmدر  Bifidobacterium bifidum محيط كشت حاوي
) Heraeusساخت (دقيقه سانتريفيوژ 10به مدت  13000

. ميكرومتر گذرانده شد 22/0تر فيلشد و مايع رويي از 
ساعت تهيه  72و  48 ،24بدين ترتيب سوپرناتانت هاي 

اتانت ها به دو قسمت تقسيم شد هر كدام از سوپرن .شد
  pH=4( نرمال pHطوري كه يكي از سوپرناتانت ها داراي ب

= 7( خنثي شد NaOH 1Nو يكي از آنها با استفاده از ) 
pH(.  آمد و از همه آنها  ه دستبسوپرناتانت  6در نهايت

  .ذخيره فريزري تهيه شد

 CacoII )Human colonicسلولهاي سرطاني : كشت سلول

adenocarcinoma cells(   از ذخيره سلولي آزمايشگاه
پروبيوتيك دانشكده داروسازي دانشگاه تهران و مواد مورد 

 .آمريكا بود GIBCOاستفاده براي كشت سلول از شركت 
داخل  به Caco2ره فريزري سلول يك اپندورف ذخي

 Roswell Park( فلاسك حاوي محيط كشت سلولي

Memorial Institute( RPMI  درصد 10غني شده با  
Fetal bovine serum )FBS( ، mM 2 L  ،گلوتامينUml-1 

كشت داده  استرپتومايسين mgml-1100پني سيلين و  100
جه با در 37فلاسك حاوي سلول در داخل انكوباتور  .شد

 72بعد از . ساعت انكوبه شد 72به مدت  CO2درصد  5
داده ) Subculture(پاساژ سلولها ،ساعت  براي ادامه رشد

براي جداسازي  1Xاز تريپسين  براي اين كار  .شدند
سلولها از ديواره فلاسك استفاده كرده و بعد از جداسازي 
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 rpmحاصل در  سوسپانسيون .رقيق شد RPMIبا محيط 
دقيقه  5درجه سانتي گراد به مدت  25دماي  15000

رسوب حاصل از سانتريفيوژ در مقداري  .سانتريفيوژ شد
RPMI شده و تعداد سلولها با استفاده از رنگ تريپان  تعليق

  .ميلي ليتر شمارش شد 1بلو و لام نئوبار در 

خانه اي و بررسي اثر  96كشت سلول در ميكروپليت 
 3در  :CacoIIسلولي سوپرناتانت باكتري روي كشت 

داخل هر خانه از ميكروپليت  در ،خانه اي 96ميكروپليت 
 8000ميكروليتر از محيط كشت سلولي كه حاوي  100ها 

 6 در يكي از ميكروپليت ها از هر .ريخته شد بودسلول 
در  ميلي ليتر/ميكروليتر 100 آمده  به دستسوپرناتانت 

 300 ميلي ليتر و درسومي/ميكروليتر 200دومي 
تكرار به خانه ها اضافه  3و از هر كدام  ميلي ليتر/ميكروليتر

شاهد مثبت در  كه از هر ميكروپليت  و در يك رديف .شد
با همان ميزان ذكر شده به   CacoIIنظر گرفته شد سلولهاي

تلقيح شدند و به عنوان شاهد  RPMIهمراه محيط كشت  
  RPMIاز ميكروپليت ها محيط كشت  به يك رديفمنفي 

درجه  37ساعت انكوباسيون در دماي  72بعد از . تلقيح شد
با كريستال ويوله رنگ ميكروپليت ها  CO2درصد  5با 

آميزي و تثبيت شدند و سلولهاي مرده با شستشو حذف 
در   CacoIIميزان جذب نوري سلولهاي رنگ شده . شدند

 Elisaدستگاه به وسيله  nm 570طول موج  

reader)anthos 2020(  اندازه گيري شد و سپس با استفاده
از محاسبات رياضي و جذب نوري سلولهاي شاهد در صد 

  .سلولهاي زنده محاسبه شد

 Elisa readerآمده از دستگاه  به دستاعداد  :آناليز آماري
و تجزيه تحليل شد  ANOVAبا استفاده از نرم افزار آماري 

كتور ، بين سه فا)Pارزش  < 0001/0(اختلاف معني دار
  .آمد به دست  pHزمان، غلظت و 

  

  

  نتايج
هاي نيكل ،در شناسايي باكتري از نظر صحت جنس و گونه

بعد ار رنگ آميزي باكتري، گرد، محدب، سفيد و پر و 
Gram  در زير ميكروسكوپ  باكتريهاي گرم مثبت، به

 Y ، ميله تجمعي يا ميله ايةميله خميد صورت ميله اي،
تست كاتالاز منفي بود و در  .شد ديدهو به رنگ آبي  شكل

 نهايت نتايج تست تخمير قندها و مقايسه با جدول برگي
  . )1( بود Bifidobacterium bifidumبرابر با 

 Bifidobacterium bifidumدر بررسي كشت باكتري 
روي مي دهد  pHكاهش  مشخص شد كه با افزايش زمان،

اشد به خود مي تواند عاملي در كاهش رشد باكتري ب كه
اد باكتريهاي دو تع  pH 5/6 ،0طوري كه در زمان 

رسيده و  5/4به حدود  pHساعت  24در  ،  1/3×103زنده
 4به  pHساعت  48در  ،7/5×108تعداد باكتريهاي زنده 

به  pHساعت  72در و 8/3×109رسيده و تعداد باكتريها به 
ساعت  72تا  48هيچ رشدي از  عملاً و رسيد 4زير 

 و حتي برخي از باكتريها هم از بين رفته و تنگرف صورت
  .)1شكل (رسيده است  1/4×108به تعداد باقيمانده

 72و  48 ،24سوپرناتانت ها ي در بررسي اثر پروبيوتيكي 
در سه  7و  pH 4با دو  Bifidobacterium bifidumساعت 

ميلي ليتر روي /ميكروليتر 300و  200 ،100غلظت 
آمده پس از  به دستعداد اCacoII سلولهاي سرطاني 

تجزيه و تحليل شد  ANOVAبررسي در نرم افزار آماري 
 آمد به دست 9950/0نيز  R2و  75/0و انحراف معيار 

نتايج به دست آمده نشان داد كه اين ). 1جدول(
سوپرناتانت ها توانايي مهار رشد سلولهاي سرطاني را 

  . داشتند

ساعته  72 ،48 ،24اختلافات معنادار بين سوپرناتانت هاي 
ميكروليتر بر ميلي ليتر بود  300و  200 ،100و بين غلظت 
ساعته و  48ساعته نسبت به  72سوپرناتانت  به طوري كه

 .داشتساعته اثر مهاري بيشتري  24آن هم نسبت به 
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ساعته  24سوپرناتانت ، ميلي ليتر/ميكروليتري 100غلظت 
رصد و د 59ساعته حدود  48درصد و سوپرناتانت  55

درصد رشد سلولهاي سرطاني  61ساعته تا  72سوپرناتانت 
CacoII  ميلي ليتر/ميكروليتري 200در غلظت  .كردرا مهار، 

 48سوپرناتانت  ،درصد 66ساعته حدود  24سوپرناتانت 
 72ساعته تا  72در صد و سوپرناتانت  70ساعت حدود 

 .را توانست مهار كند CacoIIدرصد از  سلولهاي سرطاني 
 24سوپرناتانت  ،ميلي ليتر/ميكروليتري 300در غلظت 

درصد  79ساعته حدود   48سوپرناتانت  ،درصد 76ساعته 
درصد رشد  82ساعته توانست تا  72و سوپرناتانت 

در بين غلظتهاي  .را مهار كند CacoIIسلولهاي سرطاني 
 300غلظت ،ميلي ليتر /ميكروليتر 300و  200 ،100

ميلي ليتر و آن /ميكروليتر  200بيشتر از ميلي ليتر /ميكروليتر
ميلي ليتر بر روي رشد /ميكروليتر 100هم بيشتر از 

به طوري كه بيشترين اثر مربوط  كردسلولهاي سرطاني اثر 
درصد رشد  82 بود كهميلي ليتر /ميكروليتر 300به غلظت 

و  pH= 4ولي بين )2شكل (كردسلولهاي سرطاني را مهار 
7 =pH  و سوپرناتانت وجود نداشت داري اختلاف معني

  .اسيدي اثر مهاري مشابه با سوپرناتانت خنثي داشت

  
در  MRSدر محيط آبگوشت  Bifidobacterium bifidumساعت از كشت باكتري  72در مدت زمان  total countو  pHتغييرات  - 1شكل 

  .)زه گيري شده استنمونه اندا 3اعداد گزارش شده ميانگين ( درجه سانتي گراد 37دماي 
 

  ANOVAبه وسيله نرم افزار آماري  pHمحاسبات آماري در تعيين اختلاف معني دار بين سه فاكتور زمان ، غلظت و   -1جدول 
 Pارزش  Fارزش   ميانگين مربعات درجه آزادي مجموع مربعات  منبع

  > 0001/0  72/424 92/237 17 65/4044  مدل
  > A 37/3681 2 69/1840 85/3285  0001/0 .غلظت

B.pH  30/0 1 30/0 53/0  4718/0  
  > C 95/352 2 48/176 03/3151  0001/0. زمان 

AB  59/1 2 80/0 42/1  2546/0  
AC  91/3 4 98/0 74/1  1618/0  
BC  003E-259/9 2 003 E- 635/4  003E-264/8  9918/0  

ABC  52/4  4  13/1  02/2  1129/0  
      56/0  36  17/20  خطاي خالص

        53  81/4064  مجموع
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ميلي ليتر روي رشد /ميكروليتري 300و  200 ،100ساعته بيفيدوباكتريوم بيفيدوم و غلظتهاي متفاوت  72 ،48 ،24اثر سوپرناتانت هاي  -2شكل
 )تفاوت معنادار دارندبا هم C'',C',C,B'',B',B ,A'',A',A معنا دار در نظر گرفته شده است و  CacoII )p<0.0001سلولهاي سرطاني 

  
 

 بحث

 Bifidobacterium bifidumدر اين تحقيق اثر پروبيوتيكي 
مورد بررسي قرار گرفت و  CacoIIروي سلولهاي سرطاني 

آمده نشان داد كه سوپرناتانت  به دستنتايج 
Bifidobacterium bifidum  توانايي مهار رشد سلولهاي

لوژي انجام شده مطالعات اپيدميو. را دارد كولونسرطاني 
ي بيان كرد كه عل 1977در سال  Malhotraدر فنلاند توسط 

سرطان كولون كمتر از كشورهاي  رغم مصرف چربي بالا،
ماست و  دليل مصرف زياد شير،ه ديگر وجود دارد و آن ب

  in vitroدر مطالعات  .)11(ديگر فراورده هاي لبني است 
أثير شير ت ، Laurent Baricaultتوسط  1995در سال 

نوع باكتري مختلف پروبيوتيكي به طور  4تخمير شده با
سلولهاي سرطاني ( HT29جداگانه روي سلولهاي سرطاني 

 و Bifidobacteriumكه  شدو  مشاهده  شدبررسي ) ركتوم
L. helaventicus  بيشترين تأثير را روي مهار رشد سلولهاي

ا درصد رشد سلولهاي سرطاني ر 50سرطاني داشته و تا 
 ،كه دي پپتيديل پپتيداز ه شدهمچنين نشان داد. كردندمهار 

 3نقش دارد و  HT29يك ماركر حساس و مؤثر در تمايز 
ز آمينوپپتيداز و آلكالين فسفاتا Nآنزيم ديگر مؤثر سوكراز،

او پيشنهاد كرد كه  .به طور محسوسي افزايش پيدا كرد
سلولها توليدات اين باكتريها مي تواند روي رشد و تمايز 

در سال  Biffiطي مطالعه اي توسط  ).7(تأثير داشته باشد 
گونه مختلف از باكتريهاي اسيد  5روي اثر مهاري  1997

، مشاهده ) MCF7(لاكتيك روي سلولهاي سرطاني سينه 
 ,Bifidobacterium infantisگونه باكتري  5شد كه هر 

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei  
روي رشد سلولهاي سرطاني اثر مهاري داشته و بيشترين 

 و Lactobacillus acidophilusاثر مربوط به 

Bifidobacterium infantis در صد رشد  85تا  بود كه
همچنين نشان داد  كه  .سلولهاي سرطاني را مهار كرد

به طور زنده تأثيري نداشته و دليل اين  وجود خود باكتريها

B
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عمل را به توليد تركيبات ضد توموري و ضد توسعه 
طي بررسي در ). 2(سرطاني توسط اين باكتريها نسبت داد 

 ، B. spmo212، سوپرناتانت  Yunakimتوسط  2008سال 
-HTسلولهاي سرطاني روده انسان  تكثير

29,SW480,CacoII 2009ل در سا .)18( را مهار كرد 
Elise L. Ma   نشان داد كه تركيبات توليدي توسط

Bacillus polyfermenticus  رشد سلولهاي سرطانيHT29 
 درصد 35- 56ترتيب  ه را ب  CacoIIو سلولهاي سرطاني 

بيان  افزايش او نشان داد  كه. كردمهار  درصد 99تا  95و 
در سلولهاي سرطاني كولون  ErbB3و  ErbB2پروتئينهاي 

اثر متابوليتهاي اين باكتري كاهش يافتند و نتيجه  تحت
گرفت  كه متابوليتهاي باكتري نسخه برداري از اين فاكتور 

همچنين در اين تحقيق نشان  ).5(د نها را كاهش مي ده
انت تفاوت معناداري در داده شد كه خنثي كردن سوپرنات

حالت اسيدي  كه گفتمي توان  .نداشت اثر مهاري آن
ت عامل اصلي مهار رشد سلولي نبوده است و سوپرناتان
در  .تركيبات غير اسيدي در اين مهار نقش داشتند  احتمالاً

كه  نشان داد 1997در سال  Zoran D.etal ،طي مطالعه اي 
باكتريهاي اسيد لاكتيك در كولون  توسطبوتيرات توليدشده 
ي داشته و مي تواند آپوپتوز و تمايز ژنقش ضد كارسينوژن

توسط ، 2008در سال  .)19( اي كولوني را تنظيم كندسلوله
Do Kyony Lee رشد سلولهاي توموري به وسيله  مهار

و در   را نشان داد B. adolescentisبوتانول استخراجي از 
درصد  70ميكروليتري از بوتانول تا  20اين مطالعه غلظت 

به  ).8(را از بين ببرد  CacoIIسلولهاي سرطاني توانست 
لي مي توان گفت مكانيسمهاي مؤثر در مهار رشد طور ك

توسط تركيبات  CacoIIسلولهاي سرطاني 
Bifidobacterium bifidum  كاملاً مشخص نيست ولي با

توجه به مطالعاتي كه قبلاً در موارد مشابه انجام شده 

توان گفت كه اين باكتريها تركيبات ضد توموري و ضد  مي
وانند در رشد و تمايز مي ت كهسرطاني توليد مي كنند 

سلولهاي سرطاني نقش داشته و از رشد آنها جلوگيري كند 
آمده  مشاهده شد كه  به دستبا توجه به نتايج . 

اين مي تواند به  بيشترين اثر را داشت كه 72سوپرناتانت 
در سوپرناتانت  توليد شدهمتابوليتهاي بيشتر دليل مقدار 

بيان كرد كه   Vander Meulen، 2006در سال ). 4( باشد
با افزايش در تعداد باكتريها مقدار مواد توليدي آنها نيز 
افزايش مي يابد و در فاز ثابت مقدار اين متابوليتها ثابت 

قطعات سلولي مي تواند اثر ضد از برخي ). 16( است
اثر ضد  Sekine ، 1995در سال  .توموري داشته باشد

را  B. infantisتوموري گليكوپروتئين هاي جدا شده از 
نشان داد  2004در سال  Youهمچنين ). 13( كردمشاهده 

   BGN4سلول و عصاره سيتوپلاسمي  كه

Bifidobacterium bifidum  ايزوله شده از مدفوع انساني
مي تواند اثر مهاري روي سلولهاي سرطاني داشته باشد و 

 BGN4همين طور قطعات پلي ساكاريدي جدا شده از 
Bifidobacterium bifidum  روي رشد سلولهاي سرطاني

  ).17( داشتنقش مهاري   in vitroدر 

نتايج اين تحقيق نشان داد كه اثر مهاري وابسته به غلظت 
در صد از رشد  80ميكروليتري تا  30بود و غلظت 

تأثير غلظت توليدات .  مهار كرد را سلولهاي توموري
 Do ،2008و تنها در سال  باكتري تاكنون گزارش نشده

Kyony Lee به وسيله  را منع رشد سلولهاي توموري
در اين  .نشان داد B. adolescentisبوتانول استخراجي از 

 ميلي ليتر از بوتانول/ميكروليتر 200غلظت  نيز مطالعه
را از بين  CacoIIدرصد سلولهاي سرطاني  70 توانست

  ).8(ببرد 
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cancer cell line 
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Abstract 

Probiotics are live microbial supplements with a wide range beneficial in human 
life.Effect of probiotic microorganisms on human cancer is a controversial issue. In this 
work the inhibitory effect of the supernatant of an autochthonous isolate of 
bifidobacterium bifidum on the CacoII cells of human colonic carcinoma was 
investigated. Different concentration of 100,200, and 300 µl/ml of the supernatant of the 
probiotic bacteria harvested at 24,48 and 72 hours of bifidobacterial growth in MRS 
media were applied in to the 96 well microplates each containing 8000 cells of CacoII 
after neutralization of the pH with 1N NaOH. The percentage of cancer cells inhibition 
observed ranged from 55% to 82% which obtained from 100 µl/ml (24h )and 300 µl 
(72h) supernatants. The inhibitory effect of the probiotic bacteria on human cancer cells 
seems to be concentrated dependent and not affected by neutralization. 

Keywords: Probiotic, Bifidobacterium bifidum, colon cancer, CacoII cells 

  

  
  


